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1 Einleitung

1.1 Auswirkungen von Trauma, Blutverlust und Schock auf das

Immunsystem

Unter jungen Menschen in der industrialisierten Welt ist die hdufigste
Todesursache nach wie vor der traumatisch-hdmorrhagische Schock mit nachfolgenden
Mikrozirkulationsstorungen, metabolischen Verdnderungen sowie einer Depression des
Immunsystems (7, 27, 30, 35, 98). Trotz der in den letzten drei Jahrzehnten erfolgten
grofBen Fortschritte im Bereich der diagnostischen Moglichkeiten, der Anwendung
modernster operativer Versorgung sowie neuer Erkenntnisse auf dem Gebiet der
intensiv-medizinischen Therapie sind die Komplikations- und Letalititsraten immer
noch relativ hoch. Dies gilt vor allem fiir polytraumatisierte Patienten sowie flir
Patienten nach grofen chirurgischen Eingriffen mit hohem Blutverlust (Abb. 1) (19, 24,
37,45, 49, 51).
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Abb. 1 Schematische Darstellung der Folgen von schweren Verletzungen bis hin zum Tod.



Als Folge einer physikalischen, chemischen oder thermischen Verletzung entsteht

zundchst eine lokal begrenzte, nicht-bakterielle Entziindungsreaktion am Ort der

Integritatsverletzung. Die hierbei lokal freigesetzten Entziindungsmediatoren initiieren

einen Reparaturprozess am Ort der Schidigung. Dies erfolgt iiber verschiedene

Wechselwirkungen mit reaktionsfiahigen Zellsystemen (23). Im weiteren Verlauf kann

es auf dem Boden dieser zunichst lokalen Freisetzung von Entziindungsmediatoren zur

Ausdehnung der inflammatorischen Reaktion bis hin zu einem generalisierten

Entziindungssyndrom (SIRS) kommen. Dies geht mit erhdhten Plasmakonzentrationen

sowohl pro-, als auch antiinflammatorischer Zytokine einher und stellt einen

wesentlichen Faktor in der Pathogenese des posttraumatischen Organversagens dar

(Abb. 2) (27, 60, 67, 86).

Abb. 2
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Abb. 2 Schematische Darstellung der Folgen von schweren Verletzungen auf

Aktivierung der humoralen Immunabwehr.
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So kénnen im Rahmen von schweren Weichteilschidden, grolen Operationen oder
ausgeprigten Infektionen anfangs lokal freigesetzte Entziindungsmediatoren systemisch
in die Zirkulation eingeschwemmt werden. Nachfolgend kann es {iber verschiedene
Mechanismen, wie zum Beispiel (z.B.) Permeabilitits- oder Mikrozirkulationsstorungen
zur sekundéren Beteiligung von Organen kommen, welche urspriinglich keinen Schaden
erlitten hatten (91). Dies beglinstigt die Entstehung des Vollbildes eines
Multiorganversagens, das mit einer Inzidenz von etwa 30 % nach traumatisch-
hidmorrhagischem Schock auftritt und eine Letalitdt zwischen 30 % und 60 % aufweist
(61, 80,92, 99).

Die pro- und antiinflammatorischen Zytokine Interleukin-1p (IL-1pB), IL-6, IL-10
und TNF-a scheinen in der Frithphase nach einem Trauma eine wesentliche Rolle bei
der Aktivierung der Entziindungskaskade zu spielen. Im Einzelnen erfolgt ein schneller
Anstieg von Tumor Nekrose Faktor-a (TNF-a), gefolgt von IL-1B und IL-6. Diese
genannten proinflammatorischen Zytokine bewirken einerseits die Produktion weiterer
Zytokine und Mediatoren, die ihrerseits an der Aufrechterhaltung der entziindlichen
Reaktion beteiligt sind. Andererseits induzieren sie aber auch die Bildung
antiinflammatorischer Zytokine und leiten somit eine nachhaltige Immunsuppression
ein.

In einer Reihe von klinischen Studien konnte nachgewiesen werden, dass
kontinuierlich erhohte Plasmaspiegel dieser proinflammatorischen Zytokine nach
septischem Schock sowie nach Verbrennungen oder einem Trauma einen ungiinstigen
Prognosefaktor darstellten, der im weiteren Verlauf der Erkrankung mit einer erhdhten
Mortalititsrate verbunden war (Abb. 3) (33, 40, 72, 100). Als Folge dieser
entziindlichen Reaktion nach Trauma und Blutverlust zeigte sich neben anderen
pathophysiologischen Verdnderungen eine Storung der spezifischen Immunantwort, die

mit einer erh6hten Infektions- und Mortalititsrate einhergeht (27, 67).



Abb. 3
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Abb. 3 Schematische Darstellung der Antigenaufnahme und deren anschlielende

Prasentation durch Makrophagen sowie die Aktivierung von T-Zellen mit Hilfe der CD4
Komplexe zu einer Th-1 bzw. Th-2 gewichteten Immunantwort.

Trotz einiger Erfolg versprechender Ergebnisse in préklinischen, tier-
experimentellen Studien fiihrte der klinische Einsatz diverser immunmodulatorischer
Substanzen bisher zu keiner signifikanten Senkung der hohen Letalitit von Patienten
nach Trauma und schwerem Blutverlust (1, 36, 42). Ein mdglicher Ansatzpunkt zur
Erklarung dieser Misserfolge konnte in den Ergebnissen neuerer klinischer und
tierexperimenteller Studien liegen, die eine geschlechtsspezifische Immunantwort nach
traumatisch-hamorrhagischem Schock zeigen. Obwohl eine Reihe von Untersuchungen
geschlechtsspezifische Unterschiede in der zellvermittelten und humoralen
Immunreaktion aufzeigen (5), wurden in der Vergangenheit die meisten

tierexperimentellen Studien im Zusammenhang mit traumatisch-hdmorrhagischem



Schock nur an ménnlichen Versuchstieren durchgefiihrt und geschlechtsspezifische

Reaktionen in klinischen Studien nicht ausreichend beriicksichtigt.

1.2 Geschlechtsspezifische Reaktionen des Immunsystems auf Trauma,

Blutverlust und Schock

In einer Reihe neuer klinischer sowie epidemiologischer Studien konnten
Geschlechtsunterschiede in Inzidenz und Morbiditdt sepsisbedingter Komplikationen
nach Trauma oder groferen Operationen nachgewiesen werden (24, 31, 46, 64, 76). Die
Mehrzahl der registrierten Unfallopfer ist ménnlichen Geschlechts (46, 64).
Geschlechtsunterschiede bestehen jedoch nicht nur in der Prdvalenz von Trauma,
sondern vor allem auch in der nachfolgenden Anfilligkeit gegeniiber septischen
Komplikationen.

Minnliches Geschlecht scheint einen entscheidenden Risikofaktor fiir die
Entwicklung septischer Komplikationen nach mittelschwerem Trauma (Injury Severity
Score, ISS 16-25) darzustellen (82, 83). Es wurde ein weibliches und ein mannliches
Kollektiv mit vergleichbar schwerem Trauma und &hnlichem Verletzungsmuster
untersucht. Ménnliche Patienten zeigten eine signifikant hohere Inzidenz an septischen
Komplikationen und Multiorganversagen als weiblichen Patientinnen nach Polytrauma
(82, 83). Bone konnte in einer retrospektiven Studie, die vier gro3e Sepsisstudien mit
einschloss, nachweisen, dass Ménner eine erhohte Morbiditdt von und Mortalitdt an
septischen Komplikationen aufweisen (24).

Angesichts dieser Ergebnisse wurde eine Serie von tierexperimentellen Studien
initiiert, welche die Immunantwort nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock in
Abhingigkeit vom Geschlecht untersuchten. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
zeigten, dass weibliche Méuse 24 Stunden (Std.) nach traumatisch-hdmorrhagischem
Schock eine unveridnderte Splenozytenfunktion aufwiesen. Im Gegensatz dazu war die
Aktivitdt der Splenozyten bei den mannlichen Miusen signifikant vermindert (Abb. 4)
(109).
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Abb. 4 Schematische Darstellung der geschlechtsspezifischen Reaktion von Maus-
Makrophagen und Lymphozyten nach schwerer Verletzung.

Des Weiteren zeigten Milz- und Peritonealmakrophagen weiblicher Tiere in der
Prodstrus Phase ihres Zyklus im Vergleich zu Kontrolltieren eine erhohte Kapazitit,
IL -1 und IL-6 zu sezernieren (105). Im Gegensatz dazu fand sich eine signifikant
unterdriickte Immunantwort bei médnnlichen Tieren nach traumatisch-hdmorrhagischem
Schock im Vergleich zu Kontrolltieren (27, 108).

Trotz dieser Ergebnisse wird das Geschlecht sowie das Alter der
Versuchspersonen, beziehungsweise (bzw.) -tiere in den meisten Studien, die
immunologische Verdnderungen nach Schock und Trauma untersuchen, nicht
beriicksichtigt. Die sich hieraus ergebende Unvollstindigkeit macht weitere Studien
notwendig, um den geschlechtsspezifischen Reaktionsabldufen der Immunantwort
Rechnung zu tragen und die zugrunde liegenden molekularen Mechanismen

umfassender zu kléaren.



1.3 Androgen - induzierte Immunsuppression

Mainnliche  Geschlechtshormone scheinen fiir die Unterdriickung der
Immunreaktionen nach traumatisch-hamorrhagischem Schock bei maénnlichen
Versuchstieren verantwortlich.

Die Reduktion der Testosteronplasmaspiegel durch Kastration méinnlicher Tiere
verhinderte eine Immundepression nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock (10).
Die Substitution kastrierter mannlicher Tiere mit Testosteron (5a-Dihydrotestosteron,
DHT) fiihrte zu einer erneuten Unterdriickung der Immunantwort nach einem solchen
Schock (10). Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass eine Erhohung der
Testosteronplasmaspiegel in weiblichen Mausen durch Gabe von Testosteron zu einer
Unterdriickung der zellvermittelten Immunitdt nach Schock fiihrt (3, 4). Diese
Immundepression war vergleichbar mit der in ménnlichen Méusen zu beobachtenden
Immunantwort (3, 4). Im Gegensatz dazu verhindert die Gabe des weiblichen
Sexualhormons Ostrogen die Testosteron induzierte Unterdriickung der zellvermittelten
Immunantwort (Abb. 5) (10).

Interessanterweise war bei den kastrierten ménnlichen Tieren, die lediglich einer
Kontrolloperation unterzogen wurden, die Makrophagenfunktion unterschiedlicher
Kompartimente sowie die Splenozytenaktivitit im Vergleich zu schein-kastrierten

méinnlichen Kontrolltieren unveréndert (10).



Abb. 5
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Abb. 5 Schematische Darstellung der pathophysiologischen Auswirkungen eines
hamorrhagischen Schocks und die geschlechtsspezifischen Einflisse von Testosteron auf die
Immunantwort und deren Folgen.

Trotz der Erfolg versprechenden Ergebnisse der oben genannten Studie im
Hinblick auf die Immunfunktion von kastrierten Mé&usen ist ein entsprechendes
Vorgehen bei minnlichen polytraumatisierten Patienten selbstverstidndlich nicht
durchfithrbar. Die Durchfiihrung einer voriibergehenden medikamentdsen Kastration
mit Androgen-Rezeptorblockern scheint hingegen praktikabel zu sein (Abb. 6). Studien

an minnlichen Mdausen nach schwerem Blutverlust zeigten, dass durch Gabe des



Androgenrezeptorblockers Flutamid an drei aufeinander folgenden Tagen mit einer
Dosierung von 25 Milligramm/Kilogramm (mg/kg) Korpergewicht (KG) und
anschlieBender Induktion einer Sepsis die zellvermittelte Immunfunktion auf das
Niveau weiblicher Méuse angehoben werden konnte (12). Des Weiteren zeigte sich eine
signifikant verbesserte Uberlebensrate der mit Flutamid behandelten hidmorrhagisierten
Maiuse nach Induktion einer polymikrobieller Sepsis gegeniiber unbehandelten Miusen
(55 % [Verum] im Vergleich zu 23 % [Placebo] nach 9 Tagen Beobachtungszeit im
Anschluss an Punktion des Blinddarmes) (12).

Abb. 6
100
80 7
| Flutamid
= 60 *
Q
O
2
S
3407
)
Placebo
20 T
O I L] I L] I I I
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tage nach Sepsis
Abb. 6 Uberlebenskurven mannlicher Mause nach traumatisch-hamorrhagischem Schock

und anschlieBend induzierter polymikrobieller Sepsis durch CLP. Die Mause waren entweder
mit Placebo oder Flutamid behandelt worden. *p<0,05 Z-Test vs. Placebo (Angele et al. 1997)

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass eine Verdnderung der
Hormonplasmaspiegel nicht nur zu einer voriibergehenden Verbesserung der
zellvermittelten Immunitdt flihrt, sondern zusitzlich die Anfilligkeit gegeniiber
nachfolgender Sepsis verringert. Dies duBlert sich in einer signifikant erhohten
Uberlebensrate von Versuchstieren nach Blutverlust und Sepsis. Kurzzeitige
Verdanderungen der Hormonplasmaspiegel oder die Gabe von Testosteron-
rezeptorblockern fiir wenige Tage sind mit geringen Nebenwirkungen fiir den Patienten

verbunden. Somit stellen diese Ergebnisse erste, Erfolg versprechende Ansétze fiir die
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Pravention und Behandlung der Immundepression dar, die in méannlichen
polytraumatisierten Patienten beobachtet wird. Daher ermutigen sie zu weiterfiihrenden
Untersuchungen auf dem Gebiet der geschlechtsbedingten Unterschiede der
Immunfunktion. Trotz dieser Ergebnisse ist unbekannt, ob die lokale Immunreaktion am
Ort des Traumas (Wundimmunzellen) vergleichbar zur systemischen Immunantwort
(Makrophagen unterschiedlicher Kompartimente) durch ménnliche Sexualhormone
moduliert wird.

Im Gegensatz zu ménnlichen Sexualhormonen haben weibliche Sexualhormone,
z.B. 17p-Ostradiol, immunprotektive Eigenschaften (12, 62). Die Auswirkungen von
weiblichen Sexualhormonen sind jedoch nicht Gegenstand dieser Dissertationsarbeit

gewesen.

1.4 Trauma, Blutverlust und Schock fithren zu einer erhéhten Inzidenz

von Wundinfektionen und Wundheilungsstérungen

Die experimentellen Ergebnisse, die die geschlechtsspezifische Immunantwort
nach Schock charakterisieren, wurden bisher ausschlieBlich anhand der systemischen
Immunantwort nach Trauma und Schock untersucht. Das Verhalten der Immunzellen
am Ort des Traumas sowie die lokale Immunreaktion in der Wunde und der Haut nach
Trauma wund Blutverlust wurden bislang ausschlieSlich bei Patienten oder
Versuchstieren bestimmt, ohne die geschlechtsspezifische Wirkung der Sexualhormone
auf das Immunsystem zu beriicksichtigen.

Grundsitzlich weisen klinische, als auch experimentelle Studien eine Storung der
Wundimmunzell-Funktion sowie der Wundheilung nach Trauma und Blutverlust (8, 9,
39, 54, 69, 75).

Ferner konnte in diesem Zusammenhang nachgewiesen werden, dass ein hoher
Blutverlust beim polytraumatisierten Patienten mit einer signifikant erhdhten Rate an
Wundkomplikationen einhergeht (26, 52, 54, 71, 75, 77, 78, 84, 106). Insbesondere
stellen die Dauer des Schockzustandes sowie der Umfang des Blutverlustes
entscheidende Risikofaktoren fiir die Entwicklung von postoperativen Wundinfektionen
dar (85, 101, 106). Auch konnte eine deutliche Verzégerung der Wundheilung nach
Blutverlust und Trauma nachgewiesen werden. In diesem Zusammenhang fand sich
eine verringerte Kollagenanreicherung in Wunden von Patienten mit gleichzeitig

bestehendem groBen Trauma und Blutverlust (39). Des Weiteren zeigte sich bei
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Patienten, die wegen eines Ulkus ventriculi operiert wurden, wiesen eine erhohte
postoperative Dehiszenzrate der Laparotomiewunde auf, wenn es sich hierbei um ein
blutendes Ulkus ventriculi handelte (54, 75). In tierexperimentellen Studien konnte
vergleichbar nachgewiesen werden, dass eine Beeintrdchtigung der Wundheilung nach
thermischer Verletzung, nach Frakturen oder polymikrobieller Sepsis auftritt (26, 32,
52,54, 75).

Der komplexe Vorgang der Zellproliferation und Gefligewiederherstellung in der
Wunde scheint entscheidend durch Zytokine beeinflusst zu werden (54, 75). In
verschiedenen Tiermodellen konnte die zeitliche Abfolge von Zytokinen in der Wunde
und die Zytokinsekretion durch Wundimmunzellen untersucht werden (43, 48, 54, 63,
74, 75). In diesen Studien scheinen proinflammatorische Zytokine die Produktion von
Kollagen zu  verringern, wohingegen das antiinflammatorische  Zytokin
transformierender Wachstumsfaktor-f (TGF-B) die Kollagenanreicherung steigert (25,
39, 65, 66).

Dariiber hinaus konnte eine unterdriickte Wundimmunzellfunktion mit einer
erhohten Anfilligkeit gegeniiber Wundinfektionen in tierexperimentellen Studien
verbunden werden (71) und beglinstigte die Entstehung von postoperativen
Wundinfektionen, die selbst Ausgangspunkt septischer Komplikationen sein kdnnen
(50, 59).

Obwohl in einer Vielzahl von Studien immunmodulatorische Eigenschaften von
Sexualhormonen auf die systemische Immunantwort nachgewiesen wurden, ist deren
Einfluss auf die lokale Immunreaktivitit unbekannt. Daraus konnten moglicherweise

neue Therapiestrategien zur Verminderung von Wundkomplikationen erarbeitet werden.

1.5 Mechanismus fiir die immunmodulatorische Kapazitdt von

Testosteron nach Trauma und Blutverlust

In der Zwischenzeit sind weit reichende Informationen iiber nachgewiesene
Effekte von Sexualhormonen auf die Reaktionen immunkompetenter Zellen in
verschiedenen Kompartimenten nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock erhéltlich.
Dennoch ist bisher wenig iiber die, dieser geschlechtspezifischen Antwort zugrunde
liegenden, und die Ausschiittung pro- und antiinflammatorischer Zytokine steuernden

zelluldren Mechanismen bekannt.
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Auf molekularer Ebene scheint die Aktivierung von Signaltransduktionswegen,
z.B. der p38 mitogenaktivierten (MAP) - Kinase an der Vermittelung der
geschlechtsspezifischen Immunantwort nach Trauma und Blutverlust beteiligt zu sein.

Es konnte allgemein gezeigt werden, dass durch die Phosphorylierung von
p38 MAP-Kinase durch weitere MAP-Kinasen iiber mehrere Zwischenschritte die
Expression von proinflammatorischen Zytokinen in Makrophagen nach traumatisch-
hidmorrhagischem Schock induziert wird. Dies stellt somit einen entscheidenden Schritt
bei der Kontrolle der inflammatorischen Reaktion dar. Eine Reihe von Studien schreibt
der p38 MAP-Kinase in Zellen des Immunsystems eine zentrale Rolle bei der
Vermittlung und Steuerung der inflammatorischen Reaktion nach Schock zu (22, 57,
81, 90). So scheint die Phosphorylierung von Proteinen der MAP-Kinase-Familie und
die nachfolgende Aktivierung von Nukledrem Faktor-xB (NF-kB) im Zellkern eine
Schliisselrolle in der Unterdriickung der zellvermittelten Immunitit nach Schock zu
spielen  (Abb.7). Es konnte gezeigt werden, dass p38 MAP-Kinase
Signaltransduktionsmechanismen in Abhéingigkeit vom Geschlecht unterschiedlich
stark aktiviert sind. So nimmt die Aktivierung von p38 MAP-Kinase in ménnlichen
Versuchstieren nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock signifikant zu (11). Im
Gegensatz dazu zeigte sich bei weiblichen Versuchstieren eine Verringerung der p38-
Aktivierung unter solchen Bedingungen (11). Es konnte in diesen Studien weiterhin
gezeigt werden, dass diese unterschiedliche Expression nicht auf die unterschiedliche
Verfiigbarkeit von unphosphoryliertem p38 zuriickzufiihren war. So wurde die
Expression der nicht aktivierten Form von p38 weder durch das Geschlecht noch durch
den traumatisch-hdmorrhagischen Schock beeinflusst.

Nachdem die Aktivierung von p38 an der Kontrolle der inflammatorischen
Reaktion nach Trauma und Blutverlust beteiligt ist (90), scheinen Unterschiede in der
p38-Aktivierung zu der geschlechtsspezifischen Immunreaktion beizutragen. Weiteres
Ziel dieser Dissertationsarbeit war es daher zu untersuchen, ob Testosteron zu einer
Modulation der Signaltransduktionsmechanismen fiihrt. Die Aktivierung dieser
Signaltransduktionsmechanismen tritt bereits sehr friih (zwei Std.) nach Trauma und
hdmorrhagischem Schock auf. Da zu einem so friihen Zeitpunkt (zwei Std.) aus der
Wunde noch keine Immunzellen gewonnen werden konnen, wurde dies exemplarisch an
zwei weiteren Kompartimenten (Milz und Peritoneum) verifiziert. Es wird
angenommen, dass diese Ergebnisse auf andere Kompartimente und somit auch auf die

lokalen Immunzellen in der Wunde iibertragbar sind.
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Abb. 7
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Abb. 7 Schematische Darstellung der intrazellularen Aktivierungskaskade nach
traumatisch-hamorrhagischem Schock am Beispiel der untersuchten Aktivierung von p38 und
der postulierte Einfluss von Testosteron auf die Aktivierung von p38 MAP-Kinase.

1.6 Fragestellung

Es scheint somit erwiesen, dass Sexualhormone die humorale und zelluldre
Immunitit beeinflussen. Auf Grund dessen ldsst sich eine geschlechtsspezifische
Immunreaktion nach Trauma und Blutverlust zeigen. Es ist jedoch unbekannt, ob
mannliche Sexualhormone auch die lokale Immunantwort am Ort des Traumas nach
traumatisch-hdmorrhagischem Schock modulieren. Dieser Fragestellung wurde in der
vorliegenden Arbeit nachgegangen.

Des Weiteren sollten mogliche Mechanismen fiir die immunmodulatorische

Kapazitdit von miénnlichen Sexualhormonen ermittelt werden. Hierfiir wurde
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beispielhaft untersucht, ob ein direkter Einfluss ménnlicher Sexualhormone auf
bekannte, die Immunantwort auf zelluldrer Ebene steuernde Signaltransduktions-
mechanismen nach traumatisch-hamorrhagischem Schock fiir die Immunmodulation

durch Testosteron verantwortlich ist.



15

2 Hypothesen und Zielsetzung

2.1 Einfluss von Testosteron auf die Wundimmunzellfunktion und die

Wundheilung nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock

»  Mannliche Sexualhormone fihren zu einer unterdriickten Immunantwort nach
traumatisch-hAmorrhagischem Schock. Unter solchen Bedingungen hat das ménnliche
Sexualhormon  Testosteron auch  einen  immunsuppressiven  Effekt  auf
Wundimmunzellen.

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde jeweils ein Teil der ménnlichen Méuse
2 Wochen vor traumatisch-hdmorrhagischem Schock oder Kontrolloperation kastriert,
bzw. schein-kastriert. Bei allen Versuchstieren wurden Wundimmunzellen gewonnen
und deren in vitro Sekretionskapazitit von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen

mit und ohne Stimulation gemessen.

»  Testosteron flihrt nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock zu einer in vivo
nachweisbaren Unterdrickung der zellvermittelten Immunitéat.

Zu diesem Zweck wurde jeweils ein Teil der ménnlichen Miuse 2 Wochen vor
traumatisch-hamorrhagischem Schock oder Kontrolloperation kastriert, bzw. schein-
kastriert. Bei allen Versuchstieren wurde Haut aus dem Bereich der Laparotomie-
Wunde gewonnen. In der Wundhaut wurde mittels Immunhistochemie die Expression

von IL-6 bestimmt.

» Das mannliche Sexualhormon Testosteron ist fiir eine verschlechterte
Wundheilung nach traumatisch-hamorrhagischem Schock verantwortlich.

Zu diesem Zweck wurde erneut ein Teil der ménnlichen Mause 2 Wochen vor
traumatisch-hdmorrhagischem Schock oder Kontrolloperation kastriert, bzw. schein-
kastriert. Bei allen Versuchstieren wurde 10 Tage nach Durchfiihrung der
Kontrolloperation oder des traumatisch-hdmorrhagischen Schocks ein Haut-
Muskelpriparat aus dem Bereich der Laparotomie-Wunde gewonnen. Anschlieend

wurde die ReiBfestigkeit der Wunde unter kontrollierten Bedingungen untersucht.
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2.2 Einfluss von Testosteron auf zellulire

Signaltransduktionsmechanismen

» Testosteron beeinflusst direkt die  Aktivierungskaskade intrazellularer
Signaltransduktionsmechanismen, die fiir die geschlechtsspezifische Immunantwort
nach traumatisch-hamorrhagischem Schock auf molekularer Ebene verantwortlich sind.

Zu diesem Zweck wurden Makrophagen von méannlichen Versuchstieren nach
traumatisch-hdmorrhagischem Schock oder Kontrolloperation aus Milz und Peritoneum
isoliert. Ein Teil der Tiere ist 2 Wochen vor Durchfithrung des Experiments kastriert
und entweder mit Placebo, Testosteron oder Ostrogen behandelt worden. AnschlieBend
wurden die Makrophagen stimuliert und die Aktivierung des Signaltransduktions-

mechanismus der MAP-Kinase-Gruppe p38 untersucht.
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3 Material und Methoden

3.1 Verwendete Tiere

Fiir die tierexperimentellen Studien am Institut fiir Chirurgische Forschung in
Miinchen wurden C3H/HeN Maiuse von Charles River, Sulzfeld, Deutschland
verwendet. Die Miuse hatten bei der Versuchsdurchfithrung ein Alter von ca. 7 Wochen
und ein Gewicht von 24-26 Gramm (g). C3H/HeN Maiuse wurden fiir die Studien
benutzt, da diese Miuse liber eine ausgewogene Thl — Th2 Immunantwort verfiigen
(14). Diese Immunreaktion ist vergleichbar zu der bei Patientenstudien zu

beobachtenden Immunantwort (44).

3.2 Versuchsgruppen

3.2.1 Wundheilungsstudien

Zur Untersuchung des FEinflusses von Testosteron auf die Funktion der
Wundimmunzellen sowie auf die Wundheilung wurden ménnliche Méause in zwei
Versuchsgruppen randomisiert und anschlieend entweder einer Kontrolloperation oder
einem traumatisch-hdmorrhagischem Schock mit anschlieBender Fliissigkeits-

substitution unterzogen (Abb. 8).

Abb. 8
) . _ Kontrolloperation
® Normale (scheinkastrierte) ménnliche Mause ——< )
Héamorrhagischer Schock

4 Kontrolloperation
Sa Hamorrhagischer Schock

® Kastrierte mannliche Mause

Abb. 8 Aufstellung der einzelnen Versuchsgruppen zur Untersuchung der Auswirkungen
von Testosteron auf die Funktion der Wundimmunzellen und auf die Wundheilung.
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3.2.2 Studien zur Untersuchung der Signaltransduktionsmechanismen

Um den Einfluss von Sexualhormonen auf die Signaltransduktionsmechanismen
zu untersuchen, wurden ménnliche Méuse in vier Versuchsgruppen a 6 —7 Tiere
randomisiert und anschlieBend entweder einer Kontrolloperation oder einem
traumatisch-hamorrhagischem Schock mit anschlieBender Fliissigkeitssubstitution

unterzogen (Abb. 9).

Abb. 9

Kontrolloperation

® Normale (scheinkastrierte) mannliche Méuse )
Héamorrhagischer Schock

Kontrolloperation

A/\

® Kastrierte miannliche Mause, substituiert mit Placebo )
Hamorrhagischer Schock

Kontrolloperation

A

® Kastrierte midnnliche Méuse, substituiert mit DHT )
Héamorrhagischer Schock

Abb. 9 Aufstellung der einzelnen Versuchsgruppen zur Untersuchung der Auswirkungen
von mannlichen Sexualhormonen auf die intrazelluldre Aktivierung des p38 MAP-Kinase
Signaltransduktionsmechanismus in Makrophagen.

3.3 Traumatisch-hdmorrhagisches Schockmodell

3.3.1 Trauma - Laparotomie

Die Méuse wurden nach Einleiten einer Inhalationsnarkotisierung mit Isofluran
auf dem Riicken fixiert, und die Bauchwand durch Rasur und Desinfektion mit 75 %
Alkohol prépariert. AnschlieBend wurde bei den Tieren eine 2,5 Zentimeter (cm) lange
Laparotomie unter sterilen Operationsbedingungen vorgenommen. Hierfliir wurde
zunéchst die Haut von einer kleinen Inzision aus im Bereich des Abdomen stumpf von
der Muskelschicht abpripariert und unter Sicht in der Mittellinie erdffnet. Anschlieend
wurde der muskuldse Teil der Bauchdecke im Bereich der Linea alba durchtrennt und
somit die Bauchhdhle ero6ffnet. Die Muskelschicht wurde ohne weitere Manipulationen

mit einem 6-0 Ethilon Faden und die Haut mit einem 5-0 Ethilon Faden verschlossen
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(Abb. 10). Danach wurde entweder der hdmorrhagische Schock eingeleitet oder die
Kontrolloperation bei den Versuchstieren durchgefiihrt.

Bei einem Teil der Méduse wurden zur Gewinnung von Wundimmunzellen und
Wundfliissigkeit vor Verschluss der Haut subkutan vier mit Natrium-Chlorid (NaCl)
0.9 % befeuchtete Polyvinylschwdmmchen (0,5 cm x 0,5 cm x 0,5 cm) unter sterilen

Bedingungen eingelegt (Abb. 10).

Abb. 10

T Dermis
M. rectus abdominis

Linea alba  Polyaethylenschwdmmchen

Abb. 10  Schematischer Querschnitt des Versuchaufbaus nach Durchfihrung der
Laparotomie und Einlage der Polyvinylschwammchen zur Gewinnung der Wundimmunzellen
und der Wundflissigkeit.

3.3.2 Durchfiihrung des hamorrhagischen Schocks

Unter Beibehaltung der Inhalationsnarkose mit Isofluran wurde die Haut der
Mause in beiden Leisten rasiert, mit 75 % Alkohol desinfiziert und auf einer Lénge von
ca. 0,5 cm eingeschnitten. Unter Zuhilfenahme des Operationsmikroskops wurden die
Femoralarterien beiderseits stumpf freipripariert, proximal angeschlungen sowie distal
ligiert. Nach Punktion mit einer Nadel wurde in beide Femoralarterien jeweils ein
Polydthylen-Katheter (Clay-Adams, Parsippany, NJ) eingelegt und mit den proximalen
Ligaturen fixiert. AnschlieBend wurde einer der beiden Katheter mit einem digitalen,
geeichten Blutdruckmessgerit zur kontinuierlichen Uberwachung des Blutdrucks
verbunden. Uber den jeweils anderen Katheter wurde mit Hilfe einer angeschlossenen
1 Milliliter (ml) Spritze Blut aspiriert, um den systolischen Blutdruck von ca.
90 Millimeterquecksilber (mmHg) (Normalblutdruck einer Maus) fiir die Dauer von
90 Minuten (min.) auf Werte von 35+5 mmHg zu reduzieren (Abb. 11, 12). Wéhrend

der Durchfiihrung des hdmorrhagischen Schocks waren die Tiere nicht anisthesiert, da
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von Narkotika selbst eine blutdrucksenkende Wirkung ausgeht und dadurch eine

standardisierte Versuchsdurchfiihrung in einem Blutdruck kontrollierten Schockmodell

Q == [sofluran Inhalationsnarkose
()
| 1

nicht gewihrleistet gewesen wire.

Abb. 11

Laparotomiewunde

5 1]
taspiration mmHg
Blutdruck Kontrolle

Abb. 11  Schematische Darstellung des Versuchaufbaus zur Durchfuhrung der Laparotomie
sowie zur Durchfihrung und Uberwachung des hamorrhagischen Schocks und der
anschlieBenden Flissigkeitssubstitution.

Nach Beendigung der 90-miniitigen Hypotensionsphase wurde den Tieren das
vierfache Volumen der abgenommenen Blutmenge in Form von Ringer’s Laktat Losung
substituiert. Hierfiir wurde das berechnete Volumen an Ringer’s Laktat Losung mit
Hilfe der implantierten Katheter iiber einen Zeitraum von 30 min. infundiert. Im
Anschluss an die Fliissigkeitssubstitution wurden die Tiere nochmals kurzzeitig mit
Isofluran anisthesiert, um die Katheter zu ziehen, die Femoralarterien beiderseits zu
ligieren und die Haut mit einem 5-0 Ethilon Faden zu verschlieBen. Zur verlangerten
Schmerzreduktion wurde das Lokalandsthetikum Lidocain in allen Wundbereichen
aufgetragen. Im Rahmen dieses Schockmodells wurde in der Vergangenheit keine
Mortalitit sowie keine Komplikationen hinsichtlich der Beweglichkeit und

Durchblutung der Hinterlaufe (Ligatur der Femoralarterien) beobachtet.
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Abb. 12
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Abb. 12 Exemplarische Darstellung des zeitlichen Verlaufs einer Blutdruckkurve wahrend
der Durchfihrung des traumatisch-hdmorrhagischen Schocks und der anschlieRenden
Flussigkeitssubstitution.

3.3.3 Durchfiihrung der Kontrolloperation

Bei allen Kontrolltieren wurden ebenfalls alle chirurgischen Interventionen unter
Inhalationsnarkose mit Isofluran durchgefiihrt. Zundchst wurde wiederum eine
Mittellinienlaparotomie und anschlieBend eine Hautinzision in der Leiste
vorgenommen, die Femoralarterien beiderseits dargestellt und punktiert sowie
Polyithylen-10-Katheter eingelegt und schlieBlich die Femoralarterien ligiert. Zuletzt
wurde ein Lokalandsthetikum (Lidocain) im Wundbereich aufgetragen und die Haut mit
einem 5-0 Ethilon Faden verschlossen. Es wurde jedoch weder blutdruckwirksam Blut

aspiriert noch im Anschluss eine Fliissigkeitssubstitution durchgefiihrt.

3.4 Reduktion der Plasmaspiegel von Testosteron - Kastration

Bei einem Teil der ménnlichen Versuchstiere wurde zwei Wochen vor dem
Schockereignis  unter  sterilen  Operationsbedingungen eine Kastration in
Inhalationsnarkose (Isofluran) durchgefiihrt. Hierfiir wurde das Skrotum mit 75 %

Alkohol desinfiziert und nachfolgend distal mit einem 3 mm langen Schnitt erdffnet.
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Der rechte und linke Hoden wurden jeweils zusammen mit den zu- und abfiihrenden
Gefdllen sowie dem Ductus deferens dargestellt. AnschlieBend wurden die
freipraparierten Strukturen ligiert und der Hoden entfernt. Das Skrotum wurde mit einer
4-0 Ethilon Hautnaht verschlossen. Zur Schmerzlinderung wurde direkt postoperativ ein
Tropfen Novalgin oral verabreicht. Dieser Eingriff war mit keiner Mortalitit verbunden.
Zwei Wochen nach Kastration fanden sich signifikant verringerte Testosteron-
Plasmaspiegel (103).

Bei allen Kontrolltieren wurden ebenfalls alle chirurgischen Interventionen unter
Inhalationsnarkose mit Isofluran durchgefiihrt. So wurde das Skrotum erdffnet, aber
weder wurden die freipriaparierten Strukturen ligiert, noch die Hoden entfernt. Das
Skrotum wurde mit einer 4-0 Ethilon Hautnaht verschlossen. Zur Schmerzlinderung

wurde direkt postoperativ ein Tropfen Novalgin oral verabreicht.

3.5 Applikation von Sa-Dihydrotestosteron in vivo

Ein Teil der Méduse wurde nach erfolgter Kastration mit So-Dihydrotestosteron
(DHT) iiber einen Zeitraum von 2 Wochen vor traumatisch-hdmorrhagischem Schock
behandelt. Hierfiir wurden Pellets mit 7,5 mg Sa-Dihydrotestosteron (DHT) (Innovative
Research of America, Sarasota, FL) mit Hilfe eines speziellen Applikators subkutan
implantiert. Das in den Pellets enthaltene Sexualhormon wurde {iber den gesamten

Versuchszeitraum hinweg kontinuierlich ausgeschiittet (Abb. 13).

Abb. 13

Abb. 13 Strukturformel von 5a-Dihydrotestosteron
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Die Sa-Dihydrotestosteron-Plasmaspiegel bei den mit DHT-Pellets behandelten
kastrierten ménnlichen Méusen waren nach 2 Wochen vergleichbar zu denen nicht
kastrierter mannlicher Tiere (3).

Das androgene Hormon DHT wurde verwendet, da dieses Steroid das
wirksamste méannliche Sexualhormon darstellt. Zusitzlich handelt es sich hierbei um
das Endprodukt in der Steroidhormonsynthese, das zu keinem anderen wirksamen

Metaboliten abgebaut wird (Abb. 14).

Abb. 14
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|
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C Sa-Reduktase

5a-Dihydrotestosteron (DHT)

Abb. 14 Schematische Darstellung der Synthese steroidaler Sexualhormone aus Cholesterin
in der Nebenniere und den Hoden bzw. den Ovarien.

Neuere Studien von Schneider et alii (et al.) bestitigen die Bedeutung des
Androgens DHT fiir die Immunsuppression bei madnnlichen Méusen (97). In diesen
Studien wurde ménnlichen Méusen nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock der
Aromatase-Inhibitor, 4-Hydroxyandrostenedione injiziert. Dieser hemmt sowohl die
Aromatase als auch die Sa-Reduktase und verhindert so die Synthese von DHT (53).
Die Blockierung der DHT-Synthese hatte eine Normalisierung der zellvermittelten

Immunantwort und eine erhdhte Uberlebensrate nach Schock und Sepsis zur Folge (97).
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3.6 Gewinnung von Immunzellen und Gewebe — in vitro

Kulturverfahren

3.6.1 Vollblut, Plasma

Nach dem Téten der Versuchstiere durch Inhalation einer Uberdosis Isofluran
wurde das Herz durch eine Thorakotomie dargestellt und anschlieBend Vollblut durch
eine kardiale, linksventrikuldre Punktion gewonnen. Durch Zentrifugation bei 4 Grad
Celsius (°C) und 320 x g fiir die Dauer von 20 min. in vorgekiihlten EDTA-Ro6hrchen
(Microtainer, Becton Dickinson and Co., Rutherford NJ) wurde das Plasma separiert,
zellfrei aspiriert und anschlieBend sofort tief gefroren. Bis zur weiteren Analyse

wurden die Proben bei -70 °C gelagert.
3.6.2 Wundimmunzellen

Aus den toten Versuchstieren wurden die subkutan eingebrachten
Polyvinylschwdammchen unter sterilen Bedingungen entfernt und anschlieBend die
Wundimmunzellen durch mehrmaliges Auswaschen der Polyvinylschwidmmchen mit
eiskalter PBS-Losung (Gibco, Grand Island, NY) und Zentrifugation bei 4 °C und
320 x g fiir die Dauer von 15 min. isoliert. Darauthin wurden die so gewonnenen
Wundimmunzellen nach Ethylenblau-Farbung in einer Hartmann Kammer hinsichtlich
Anzahl, Viabilitit und Zelltyp untersucht und auf eine Konzentration von 1,5 x 10°
Zellen/ml in RPMI Kulturmedium eingestellt. Jeweils 1 ml dieser Zellsuspension wurde
in 24 Well Platten ausgebracht. Die so erhaltene Zellsuspension wurde durch 24-
stiindige Inkubation bei 37 °C, 5 % Kohlendioxid (CO,) und 90 % Luftfeuchtigkeit mit
Lipopolysaccharid (LPS) 10 Mikrogramm/ml (pug/ml) (aus E. coli 055:B5; Difco Labs
Detroit, MI) stimuliert (Abb. 15). Diese Stimulation gewéhrleistete eine maximale
Aktivierung der Wundimmunzellen und erlaubte so einen Riickschluss auf den
immunologischen Status dieser Zellen. Nach dieser Inkubationszeit wurden die
zellfreien Uberstinde gewonnen und bis zur weiteren Analyse der Zytokinspiegel bei

-70 °C eingefroren.
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Abb. 15
' T
Hamorrhagischer Schock/ )

Kontrolle/ Kastration Kontrolloperation Zellgewinnung
Substitution Placebo/DHT ‘

— 2 Wochen > 24 Std. —Pl

B

Zellgewinnung Zellfreie Uberstinde

LPS 10 pg/ml Aliquots -70 °C
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Abb. 15  A; Schematische Darstellung des Versuchsablaufes fir Studien, die den Einfluss
von Testosteron auf die Funktion der Wundimmunzellen und auf die Wundheilung nach
traumatisch-hdmorrhagischem Schock untersuchten. Fir diese Studien wurden mannliche
Mause verwendet. B; Schematische Darstellung der anschliefend durchgefihrten in vitro
Stimulation der gewonnenen Wundimmunzellen.

3.6.3 Gewinnung von Wundhaut

Zur Gewinnung der Wundhaut wurden zunichst durch Rasur die Haare entfernt
und ein 0,5 cm x 1,5 cm groBes Hautstiick um die Laparotomiewunde isoliert. Das so
gewonnene Hautstiick wurde in 10 % Formalin aufbewahrt. Die in Formalin fixierte
Haut wurde in Paraffin eingebettet und im Anschluss immunhistochemisch

aufgearbeitet.

3.6.4 Milzmakrophagen

Nach aseptischer Entnahme der Milz wurden Milzzellen durch vorsichtiges

Zerreiben des Organs zwischen zwei Objekttragern {iber einer Petrischale mit eiskalter
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Phosphate buffered saline (PBS)-Losung (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
gewonnen. Die Zellsuspension wurde bei 4 °C und 320 x g fiir die Dauer von 15 min.

zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen in einer eiskalten PBS-Losung

resuspendiert.
Abb. 16
b; 200 pl
a; 1800 pl /
aqua dest. 10X PBS
Mtz | ml/Well
l Objekttriger 1 x 10° Zellen

<ES N Lf
TR N

50 ml 24 Well Platte
Rohrchen

1

Petrischale

Abb. 16  Schematische Darstellung der Gewinnung von Makrophagen aus der Milz nach
aseptischer Organentnahme und der anschlieBenden Verarbeitung der Zellsuspension zur
Separierung und Stimulation der Makrophagen.

Die in der Suspension vorhandenen Erythrozyten wurden in sterilem Wasser
(hypoton im Vergleich zum Zellinneren) lysiert. Die Lyse wurde nach 7 Sekunden
(sek.) durch Zugabe von 10 x PBS (hyperton) (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)
gestoppt. Die so entstandenen Erythrozytenfragmente konnten durch Adhéision an einer
Glaspipette aus der Zellsuspension entfernt werden (Abb. 16).

Die Makrophagen wurden aus der Zellsuspension der Milz durch ihre Féhigkeit
zur Adhédsion an 24-Well Kulturplatten isoliert. Hierzu wurden die Zellen fiir die Dauer

von 2 Std. bei 37 °C und 5 % CO» inkubiert. AnschlieBend wurden die am Boden der
Platte anhaftenden Makrophagen durch wiederholtes, vorsichtiges Auswaschen der

nicht adhédrenten Zellen isoliert. Der so erhaltene Monolayer bestand aus 1 x 106
Makrophagen pro Well und wurde durch 20 miniitige Inkubation mit LPS 10 pg/ml (aus
E. coli 055:B5; Difco Labs Detroit, MI) stimuliert (Abb. 17). Diese Stimulation

gewihrleistete eine maximale Aktivierung der Makrophagen und erlaubte so einen
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Riickschluss auf den Status der Zellen hinsichtlich ihrer Immunkompetenz. Nach dieser
Inkubationszeit wurden die Uberstinde entfernt, die verbliebenen Zell-Monolayer mit
RIPA Puffer lysiert und das Lysat anschlieBend bis zur weiteren Bestimmung durch

Western Blot Analyse bei -70 °C eingefroren.

Abb. 17
A
ménnliche Miuse Hamorrhagischer Schock/ ‘ T
Kastration méinnlicher Méause Kontrolloperation Zellgewinnung
Substitution Placebo/DHT
< 2 Wochen P 2 Std. EE—
B
T Waschen/ RIPA- Aliquots
Zellgewinnung LPS 10 pg/ml Lysepuffer -70 °C

120 min. 20 min.

«— Adhisionszeit —ple—— Stimulation ——ple—— 15 min. —p

Abb. 17 A; Schematische Darstellung des Versuchsablaufes flir Studien, die den Einfluss
des Geschlechts auf die Aktivierung von p38 MAP-Kinase nach traumatisch-hdmorrhagischem
Schock untersuchten. Fir diese Studien wurden mannliche Mause verwendet. B; Schematische
Darstellung der anschlieBend durchgefihrten in vitro Verfahren zur Stimulation der
gewonnenen Milz- und Peritonealmakrophagen sowie anschlieBenden Lyse zur
Proteingewinnung.

3.6.5 Peritonealmakrophagen

Entsprechend der von Ayala et al. (16) beschriebenen Methode wurden die
Peritonealmakrophagen isoliert. Diese wurden durch zweimalige Peritoneallavage mit
5 ml eiskalter PBS-Losung (Gibco, Grand Island, NY) aus dem Abdomen der Tiere
gewonnen. Durch eine 15-miniitige Zentrifugation mit 320 x g bei 4 °C erfolgte die

Isolation der zelluldren Fraktion. Die Peritonealmakrophagen wurden in einer

Konzentration von 1 x 100 Zellen / ml Click’s-Medium (Irvine Sci., Santa Ana, CA)
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resuspendiert, davon wurde jeweils 1 ml der Zellsuspension auf eine Kulturplatte

gebracht und fiir die Dauer von 2 Std. bei 37 °C und 5 % CO» inkubiert (Abb 17).

Die Isolation der am  Boden der Kulturplatten anhaftenden
Peritonealmakrophagen erfolgte durch wiederholtes, vorsichtiges Waschen zur
Entfernung nicht adhirenter Zellen. Der so erhaltene Monolayer wurde durch
20 miniitige Inkubation mit LPS 10 pg/ml (aus E. coli 055:B5; Difco Labs Detroit, MI)
stimuliert. Diese Stimulation gewdhrleistete eine maximale Aktivierung der
Makrophagen und erlaubte so einen Riickschluss auf den immunologischen Status der
Immunzellen. Nach 20 miniitiger Inkubation der Peritonealmakrophagen wurden die
Uberstéinde entfernt, die verbliebenen Zell-Monolayer mit RIPA Puffer lysiert und das
Lysat anschlieBend bis zur weiteren Bestimmung durch Western Blot Analyse bei

-70 °C eingefroren.

3.7 Bestimmung der Steroidhormon-Plasmaspiegel mittels

Radioimmunassay

Die Sa-Dihydrotestosteron-Plasmaspiegel wurden mittels eines
Radioimmunassays der Firma Diagnostic Systems Laboratories, Inc (Webster, TX)
gemessen. Zur Bestimmung wurden 100 Mikroliter (pl) Plasma in mit Antikdrpern
iiberzogene Gefdlle iberfiihrt. Alle Proben wurden in Duplikaten untersucht. Die
Kreuzreaktivitit fiir DHT betrdgt 100 %. Hierbei wurde die prozentuale
Kreuzreaktivitit als Verhdltnis der Testosteronkonzentration zur Konzentration der
reagierenden Substanz, hier Testosteron, bei 50 %iger Bindung des Nullstandards
angegeben. Die DHT-Konzentrationen in den Proben wurden durch Interpolation gegen
eine DHT-Standardkurve ermittelt. Die niedrigste, nachweisbare DHT-Konzentration

betrug 4 Pikogramm/ml (pg/ml).

3.8 Zytokinbestimmung in den Zelliiberstdnden

3.8.1 Bestimmung von IL-1p und IL-6 mittels ELISA

In einem Teil der Versuche wurden die IL-1p und IL-6 Konzentrationen in den

Uberstéinden, wie zuvor von Chaudry et al. beschrieben, mittels Sandwich-Enzyme
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Linked Immunoassay (ELISA) bestimmt (29). Zur Durchfiihrung wurden 96-Well
Kulturplatten (Nunc-Immuno Maxisorp, Inter-Med/Nunc VWR-Scietific, Batavia, IL)
tiber Nacht bei 4 °C mit 2.0 pg/ml eines monoklonalen Hamster Anti-Maus IL-1f3
Antikorpers (Genzyme Diagnostics, Cambridge, MA) oder 2 ng monoklonalen Hamster
Anti-Maus IL-6 Antikdrpers (R&D Systems) /ml von 0.1 molar (M) Carbonat, pH 8,2,
inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen wurden die Proben und der Standard (1000
pg/ml rekombinantes Maus IL-1B, Genzyme Diagnostics, Cambridge, MA) bzw. 3000
pg/ml Maus IL-6 (R&D Systems) aufgetragen und nochmals bei 4 °C iiber Nacht
inkubiert.

Die Platten wurden nach mehrmaligem Waschen fiir 1 Std. bei 37 °C mit einem
biotinylierten, polyklonalen Kaninchen Anti-Maus IL-1 Antikorper (Genzyme
Diagnostics, Cambridge, MA) in einer Konzentration von 0,8 ng/ml oder mit
biotinylierten, polyklonalen Kaninchen Anti-Maus IL-6 Antikorpern (R&D Systems) in
einer Konzentration von 2,5 pg/ml bei 37 °C inkubiert. Die Platten wurden nochmals
gereinigt und Horseradish Peroxidase fiir 15 min. bei 37 °C hinzugefiigt. Nach
mehrmaligem Waschen wurden 100 pl Tetramethylbenzidin (TMB) (Sigma Chemical,
St. Louis, MO) in jedes Well pipettiert. Dadurch wurde eine Farbreaktion ausgeldst,
deren Intensitdt mit der Menge von IL-1p bzw. IL-6 korreliert. Die Absorption wurde
bei 655 Nanometern (nm) mit einem Mikroplatten-Lesegerdt (EL-311, Bio-Tek
Instruments Inc., Winooski, VT) erfasst. Die Konzentration an IL-1f3 und IL-6 wurde
mit Hilfe der Standardkurve aus Maus IL-1p und IL-6 ermittelt und werden mit der

Einheit pg/ml angegeben.

3.9 Immunhistochemie

Das Gewebe wurde nach Gewinnung in 4 % Paraformaldehyd fixiert und
anschlieBend in Paraffin eingebettet. Mittels eines Microtoms (Microm) wurden
Schnitte von 1-2 Mikrometer (um) Dicke angefertigt. Zur immunhistochemischen
Bestimmung von IL-6 im Gewebe wurden Avidin-Biotin-Komplexe verwendet. Hierfiir
wurden die Schnitte zundchst mit primdrem, polyklonalen Ziege IL-6 Anti-Maus
Antikorper (R&D Systems) in einer Verdinnung von 1:200 fiir 1 Std. bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach diesem Zeitraum wurde ein biotinylierter Anti-Ziege

Antikorper (Dianova, Hamburg) mit einer Verdiinnung von 1:4000 fiir 30 min. bei



30

Raumtemperatur hinzugegeben. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit Streptavidin-
Peroxidase konjugiertem Antikdrper in einer Verdiinnung von 1:200 fiir 30 min. bei
Raumtemperatur. 3’amino-9’ethyl carbazole (Sigma Chemicals) wurde nachfolgend fiir
8 min. hinzugefiigt, um eine Farbreaktion auszulosen. Die Objekttriger wurden von

zwei unabhingigen Personen doppelblind ausgewertet.

3.10 Bestimmung der ReiBfestigkeit der Wundhaut

Zur Untersuchung der Reillfestigkeit wurden die Tiere am 10. Tag nach Trauma
und himorrhagischem Schock mittels einer Uberdosis Isofluran Inhalationsnarkose
getotet. Im Anschluss wurden in einem definierten Abstand von 1 cm parallel zur
Wunde verlaufende Linien auf die Haut aufgetragen. Entlang dieser Vorgaben wurde
schlieBlich ein Haut-Muskelprdparat gewonnen. Zur Standardisierung des Versuches
wurde dieses Priparat mittels einer Schablone in exakt 1 cm breite sowie ca. 3 cm lange
Streifen unterteilt. Die Dicke dieser Préparate betrug ungefidhr 2 mm. Die so
gewonnenen Wundpriparate wurden auf Eis in den Untersuchungsraum gebracht. Jedes
einzelne Prdparat wurde anschlieBend sofort in die in Abb. 18 beschriebene
Testapparatur eingespannt. Hierfiir wurden die Pridparate an den zuvor markierten
Abstandslinien in die vorgesehenen Klemmvorrichtungen eingespannt (Abb. 18). Dies
wurde unter spannungsfreien Bedingungen vorgenommen. Nach der Fixierung wurde
die Wundhaut mit einer Vorspannung von 0,5 Newton (N) gedehnt, so dass sie die
Ausgangsldnge von 2 cm erreichte. Jede Gewebeprobe wurde mit einer Kraftzunahme
von 2 mm/sek. sowie bis zu einem Maximum von 30 mm untersucht. Es wurden die
Dehnungskurven und die maximale Reif3festigkeit bestimmt. Diese wurden graphisch in

einem Diagramm aufgezeichnet.
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Abb. 18
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Abb. 18 Schematische Darstellung des Versuchaufbaus zur Bestimmung der Reil3festigkeit
der Wundhaut.

3.11 Western Blot Analyse

Zur Bestimmung der Aktivierung der p38 MAP-Kinase wurde der zuvor
beschriebene Monolayer aus Milz- und Peritonealmakrophagen fiir 20 min. mit
10 pg/ml LPS(aus E. coli 055:B5; Difco Labs Detroit, MI) bei 37 °C, 5 % CO, and
90 % Luftfeuchtigkeit stimuliert. AnschlieBend wurden die Milz- und Peritoneal-
makrophagen zur Proteingewinnung mit RIPA Puffer lysiert. Zur Herstellung des RIPA
Puffers wurde zunichst folgende Losung hergestellt: 100 millimolar (mM) Tris HCL
(pH 7.5), 150 mM NaCl, 1 % Deoxycholsdure, 1 % Triton und 0,1 % Sodium Dodecyl
Sulfate. Dieser Losung wurden kurz vor Verwendung des Puffers 0,1 ml 100 mM
Phenylmethylsulfonylfluoride, 0,25ml 1M NaF Loésung, 0,05ml 250 mM
Sodiumvenadat, 0,2 ml von 25 x Proteinaseninhibitor (Bohringer Mannheim GmbH,
Mannheim) zugesetzt. 100 pl dieses Puffers wurden zur Lysierung von 5 x 10°
Immunzellen verwendet.

Unter Verwendung eines BioRad Protein-Kits (BioRad, Life Science Group, CA,
USA) wurde zundchst die Gesamtproteinmenge im Zell-Lysat ermittelt. Die Proben
wurden durch jeweilige Zugabe von Running Buffer (50 ml Running Buffer, NuPAGE,
Bis-Tris Gel, Invitrogen, Carlsbad, CA und 950 ml Aqua dest.) auf einen Wert von
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15 pg Protein pro Slot verdiinnt. Anschlieend wurden 4,5 ul Sample Buffer (NuPAGE,
Bis-Tris Gel, Invitrogen, Carlsbad, CA) und 4,0 ul Reducing Agent (NuPAGE, Bis-Tris
Gel, Invitrogen, Carlsbad, CA) hinzu gefiigt. Die angesetzten Proben wurden fiir 3 min.
in einem Wasserbad erhitzt und wieder auf Raumtemperatur abgekiihlt. In die
vorgestanzten Slots des Minigeles (NuPAGE, Bis-Tris Gel, Invitrogen, Carlsbad, CA)
wurden 20 ul der erstellten Probensuspension blasenfrei eingebracht, und anschlielend
in einer Mini-Gel-Kammer (NuPAGE, Bis-Tris Gel, Invitrogen, Carlsbad, CA) in
Running Buffer (NuPAGE, Bis-Tris Gel, Invitrogen, Carlsbad, CA) bei 125 Volt (V),
35 Milliampere (mA), und 5,0 Watt (W) fiir 1,5 Std. separiert.

Das Gel wurde nach Abschluss der Gelelektropherese aus der Halterung auf eine
Nylonmembran (Novex, Invitrogen, Carlsbad, CA) aufgetragen. Die zu blottenden
Membranen wurden entsprechend in Filterkissen eingebettet und in Transfer Buffer
(760 ml Aqua dest., 200 ml Methanol und 40 ml Transfer Buffer, NuPAGE, Bis-Tris
Gel, Invitrogen, Carlsbad, CA) bei 25 V, 125 mA, fiir eine Std. geblottet.

Nach Abschluss der Ubertragung wurde die Nylonmembran mit einer
Milchpulverlésung (2,5 g Milchpulver in 50 ml PBS mit 0,1 % Tween) fiir eine Std.
geblockt. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T fiir je 20 min. wurde zunichst
entweder der anti-p38 oder anti-p38P primédre Rabbit-Antikorper (Calbiochem,
Deutschland) in einer Verdiinnung von 1:1000 in PBS fiir 1,5 Std. (30 min. bei
Raumtemperatur und 60 min. bei 37 °C) zugegeben. Nach einem erneuten dreimaligen
Waschen der Nylonmembran mit PBS-T fiir jeweils 20 min. wurde mit einem
sekundiren, Biotin-Horse-Radish POX konjugiertem anti-Rabbit Antikérper (Emission
Chemiluminescence Kit, Amersham Lifescience, England) 1:1000 in PBS verdiinnt fiir
1,5 Std. inkubiert. Nach Auswaschen der Antikdrper fiir mindestens dreimal 20 min. in
PBS-T wurden die beiden Emission Chemiluminescence Reagenzien 1 und2 im
Verhiltnis 1:1 gemischt und der Blot fiir 60 sek. in dieser Losung inkubiert.
Uberschiissige Fliissigkeit wurde entfernt, und der Blot in Frischhaltefolie
eingeschlagen. AnschlieBend erfolgte die Exposition auf einen Rontgenfilm fiir die
Dauer von 20 bis zu 90 sek. Dieser Rontgenfilm wurde in der Radiologischen Abteilung
des Klinikum Grofhadern entwickelt.

Die weitere Auswertung der Western Blot Analyse erfolgte anhand des
Programms SigmaGel im Institut fiir Chirurgische Forschung. Hierfiir wurden die
Rontgenfilme mit einer Digitalkamera aufgenommen. AnschlieBend wurden die

Proteinbanden markiert und die Intensitit bestimmt. Dieser Wert wurde mit der Flache
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der entsprechenden Proteinbanden multipliziert. Auf diese Weise errechnete sich
indirekt der qualitative Wert der Intensitit der Chemilumineszenz der Proteinbanden.
Die hierbei gewonnenen Werte bildeten die Grundlage der weiteren statistischen

Auswertung.

3.12 Statistik

Fiir alle statistischen Untersuchungen wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 als
signifikant angenommen. Die Datenanalyse des Effektes von Sexualhormonen auf
Funktionsparameter von Immunzellen, z.B. die Zytokinsekretion in vitro wurde mit
One-Way ANOVA mit Student-Newman-Keuls als post-hoc Test oder ANOVA on

Ranks durchgefiihrt. Die Daten waren normal verteilt.
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4  Ergebnisse

4.1 Sa-Dihydrotestosteronspiegel nach Kastration und Placebo- oder

Hormonsubstitution

In den kastrierten Méausen, denen nur Placebo verabreicht worden war, fanden
sich verglichen mit normalen méannlichen Mausen signifikant erniedrigte Plasmaspiegel
von Sa-Dihydrotestosteron (DHT). Die Implantation von DHT-Pellets fiihrte zu
physiologischen Testosteronplasmaspiegeln wie sie minnlichen Versuchstieren zu
beobachten sind. Die Substitution mit DHT erfolgte fiir die Untersuchungen zur
Aktivierung des Signaltransduktionsmechanismus p38. Zwischen den vergleichbaren
tierexperimentellen Gruppen, die entweder einer Kontrolloperation unterzogen oder die
einem traumatisch-hdmorrhagischem Schock ausgesetzt wurden, lieBen sich keine

signifikanten Unterschiede der Androgen-Plasmaspiegel nachweisen (Tab. 1).

Tab. 1

Kontrolle / Placebo |Schock/PIacebo \ Kontrolle / DHT \Schock/DHT

99,7 + 6,0 | 841457 | 2567+145% | 21034279 *

Tab. 1, C3H/HeN Méuse wurden 2 Wochen vor Kontrolloperation (Kontrolle) oder
hadmorrhagischem Schock (Schock) kastriert und gleichzeitig mit Placebo oder DHT behandelt.
Testosteron-Plasmaspiegel  (pg/ml) wurden mittels Radioimmunoassay 24 Std. nach
traumatisch-hamorrhagischem Schock bestimmt. n=6 Tiere/Gruppe. *p<0.05 DHT behandelte
Mause vs. Placebo Behandlung. Eine signifikante Differenz der beiden Placebo behandelten
Gruppen lies sich nicht nachweisen.

4.2 Einfluss von Testosteron auf die Wunde

4.2.1 Auswirkung von Testosteron auf die Wundimmunzellfunktion in

vitro

Zur Charakterisierung der lokalen Immunreaktion wurde in vitro die Funktion
von Wundimmunzellen nach hdmorrhagischem Schock untersucht. Hierzu waren
minnliche Mause 2 Wochen vor traumatisch-hdmorrhagischem Schock kastriert oder
schein-kastriert worden. Wundimmunzellen normaler méannlicher M&use aus dem

Bereich der Laparotomiewunde zeigten am 1. postoperativen Tag nach
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hamorrhagischem Schock eine signifikant verringerte Sekretion von IL-1 und IL-6 nach
Stimulation mit LPS in vitro. Im Gegensatz zu schein-kastrierten Tieren war bei
2 Wochen zuvor kastrierten Tieren eine Unterdriickung der IL-1p und IL-6 Sekretion
durch Wundimmunzellen nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock und in vitro
Stimulation nicht nachweisbar (Abb. 19). Die Verringerung der Testosteron-
Plasmaspiegel durch Kastration hatte jedoch keinen Einfluss auf die IL-13 und IL-6
Sekretion durch Wundimmunzellen von Tieren, die einer Kontrolloperation unterzogen

worden waren.

Abb. 19
250 N 1000 B
[ Kontrolle
= 200 800 [ - schock
£ E
S 150 [ < 600
@ : &
in Q
= 100 . = 400 *
50 . 200
0 0
schein- kastriert schein- kastriert
kastriert kastriert

Abb. 19 C3H HeN Maéause wurden 2 Wochen vor hdmorrhagischem Schock kastriert oder
schein-kastriert. 24 Std. nach hamorrhagischem Schock wurden Wundimmunzellen aus dem
Bereich der Laparotomiewunde gewonnen und die Sekretion von IL-14 (A) und IL-6 (B) nach
Stimulation mit LPS in vitro in den Uberstanden durch ELISA bestimmt. n=6 Tiere/Gruppe.
*p<0,05 vs. Kontrolle

Die signifikante Reduktion der zirkulierenden Testosteron-Plasmaspiegel bei
kastrierten Tieren (-96,1 % im Vergleich zu schein-kastrierten Tieren) hatte zur Folge,
dass die sonst zu beobachtende Unterdriickung der LPS induzierten Sekretion der
proinflammatorischen Zytokinen IL-1 und IL-6 in vitro durch Wundimmunzellen
24 Std. nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock nicht nachweisbar war. Die
Reduktion der Testosteron-Plasmaspiegel bei kastrierten Tieren hatte keinen Einfluss

auf die Zytokinsekretionsfiahigkeit durch Wundimmunzellen bei Kontrolltieren.
4.2.2 Quantitative und qualitative Analyse der Wundimmunzellen

Es sollte jedoch darauf hingewiesen werden, dass die Zusammensetzung der

Wundimmunzellen sowie die Anzahl der gewonnen Immunzellen weder durch den
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Schock noch durch die Kastration signifikant beeinflusst wurden (Tab. 2). Diese Daten
zeigen, dass die Kastration ménnlicher Méuse zu einer Verbesserung der
Synthesefahigkeit der Wundimmunzellen in vitro nach hdmorrhagischem Schock fiihrt
und die signifikanten Unterschiede nicht durch eine verdnderte Zellzusammensetzung

im Wundbereich bedingt sind.

Tab. 2
Gesamtzahl Verteilung
(1 x 106cells) M¢ (%) PMN (%)
Kontrolle 6,7+0,8 99+1.0 90.1 +1.1
Kontrolle/Kastration 7,4 +1,7 7.8+1,9 922+1.0
Schock 9,7+2,5 7.0+£0.9 93.0+0.9
Schock / Kastration 10,5+ 1,5 75+1.3 92.5+1.3

Tab. 2, C3H HeN Mause wurden 2 Wochen vor hamorrhagischem Schock (Schock)
kastriert oder schein-kastriert. 24 Std. nach hamorrhagischem Schock wurden
Wundimmunzellen aus dem Bereich der Laparotomiewunde gewonnen und die Gesamtzahl
sowie die Zusammensetzung der Immunzellen bestimmt.

4.2.3 Auswirkungen von Testosteron auf die in vivo IL-6 Ausschiittung im

Bereich der Laparotomiewunde

Um die Auswirkungen von Testosteron auf die lokale Immunantwort zu
untersuchen, wurde bei kastrierten und schein-kastrierten Tieren die Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen im Wundbereich ermittelt. Im Gegensatz zu der
verminderten Sekretion von IL-6 durch Wundimmunzellen nach traumatisch-
hamorrhagischem Schock in vitro, konnte in vivo unter solchen Bedingungen eine
erhohte Ausschiittung von IL-6 im Bereich der Laparotomiewunde immun-
histochemisch nachgewiesen werden. So zeigte sich insbesondere im Bereich der
Subkutis eine erhohte Konzentration von IL-6. Die Kastration ménnlicher Tiere
2 Wochen vor traumatisch-hdmorrhagischem Schock fiihrte zu einer deutlichen

Reduktion der in vivo Ausschiittung von IL-6 (Abb. 20).



37

Abb.20  C3H HeN Méuse wurden 2 Wochen vor hamorrhagischem Schock kastriert (B; D)
oder schein-kastriert (A, C). 24 Std. nach hamorrhagischem Schock (C; D) oder
Kontrolloperation (A; B) wurde die Bauchwand im Bereich der Laparotomiewunde gewonnen
und die Ausschittung von IL-6 mittels Immunhistochemie nachgewiesen.

4.2.4 Auswirkung von Testosteron auf die Reillfestigkeit der Wundhaut

Um die mechanischen Auswirkungen von Testosteron auf die lokale
Wundheilung zu untersuchen, wurde bei kastrierten und schein-kastrierten Tieren die
ReiBfestigkeit im Wundbereich ermittelt. Im Gegensatz zu der verminderten Festigkeit
der Wundhaut nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock in normalen ménnlichen
Tieren (Abb. 21, 22), konnte eine erhohte ReiBfestigkeit der Wundhaut bei kastrierten
Maiusen nachgewiesen werden (Abb. 23). Die Kastration ménnlicher Tiere 2 Wochen
vor traumatisch-hdmorrhagischem Schock fiihrte somit zu einer deutlich erhohten
Widerstandskraft im Bereich der Laparotomiewunde nach hdmorrhagischem Schock

(Abb. 24).
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Abb. 21
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Abb. 21 Exemplarische Darstellung eines Kurvenverlaufs zur Bestimmung der Reif3festigkeit
der Wundhaut einer normalen C3HeN Maus am 10. Tag nach Kontrolloperation.

Abb. 22
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Abb. 22 Exemplarische Darstellung eines Kurvenverlaufs zur Bestimmung der Reif3festigkeit

der Wundhaut einer normalen C3HeN Maus am 10. Tag nach traumatisch-hAmorrhagischem
Schock.
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4.3 Einfluss von ménnlichen Sexualhormonen auf die Aktivierung des

p38 MAP-Kinase Signaltransduktionsmechanismus

4.3.1 Auswirkung von Kastration auf die Aktivierung von p38 MAP-

Kinase

Um zu untersuchen, ob minnliche Sexualhormone fiir die beobachtete
geschlechtsspezifische p38 MAP-Kinase-Aktivierung nach traumatisch-
hdmorrhagischem Schock verantwortlich sind, wurde die Aktivierung von p38 MAP-
Kinase nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock bei kastrierten Tieren im Vergleich
zu Kontrolltieren ermittelt. Die Ergebnisse zeigten, dass die bei ménnlichen Tieren zu
beobachtende erhohte Phosphorylierung von p38 nach traumatisch-hdmorrhagischem
Schock in Milz- und Peritonealmakrophagen von kastrierten Tieren nicht mehr
nachweisbar war (Abb. 25). Die Expression der nicht aktivierten Form von p38 wurde
weder durch das Geschlecht noch durch den traumatisch-hdmorrhagischen Schock

beeinflusst.
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Abb. 25
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Abb. 25 Die Expression von p38 und phosphoryliertem (P) p38 Protein aus
Milzmakrophagen bei mannlichen (mé&nnlich) und kastrierten (kastriert) Mausen nach
Kontrolloperation (Kontrolle) und nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock (Schock)
nachgewiesen mit Western Blot Analyse. Dargestellt ist ein reprasentativer Blot (A) und die
willkurlichen Einheiten. n=6 Tiere/Gruppe. *p<0,05 vs. Kontrolle (B).

4.3.2 Die Auswirkung einer Testosteron-Substitution auf die Aktivierung

von p38 MAP-Kinase

Um den direkten Einfluss des ménnlichen Sexualhormons Testosteron auf die
geschlechtsspezifische p38 MAP-Kinase Aktivierung nachzuweisen, wurde die
Aktivierung von p38 MAP-Kinase bei kastrierten Tieren ermittelt, die mit DHT oder
Placebo substituiert wurden. Die Ergebnisse zeigten, dass erneut die in normalen
mannlichen Tieren zu beobachtende erhohte Phosphorylierung von p38 nach
traumatisch-hamorrhagischem Schock in Milz- und Peritonealmakrophagen von

kastrierten Tieren nicht nachweisbar war. Die Behandlung zuvor kastrierter Mause mit
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DHT-Pellets fiir die Dauer von 2 Wochen hatte eine erneute Zunahme der Aktivierung
von p38 nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock zur Folge, wie sie in normalen
Maiusen beobachtet wird (Abb. 27). Zusammenfassend konnte somit gezeigt werden,
dass das ménnliche Sexualhormon DHT in ménnlichen Maiusen fiir eine erhdhte
p38 MAP-Kinase  Aktivierung nach  traumatisch-hdmorrhagischem  Schock

verantwortlich ist.

Abb. 26

A
ménnlich kastriert/Placebo  Kkastriert/DHT

Kontrolle Schock Kontrolle Schock Kontrolle Schock
ceun GD ey o a=n @GP | 35
—_—_ D Sy oy ey Ty | P38

willkiirliche Einheiten p38-P &
=
a1

Kontrolle Schock Kontrolle Schock Kontrolle Schock
minnlich kastriert/Placebo kastriert/DHT

Abb. 26 Die Expression von p38 und phosphoryliertem (P) p38 Protein aus
Milzmakrophagen bei mannlichen (mannlich), kastrierten und mit Placebo (kastriert/placebo)
sowie kastrierten und mit DHT (kastriert/DHT) behandelten Mausen nach Kontrolloperation
(Kontrolle) und nach traumatisch-hamorrhagischem Schock (Schock) nachgewiesen mit
Western Blot Analyse. Dargestellt ist ein représentativer Blot (A) und die willkirlichen
Einheiten. n=6 Tiere/Gruppe. *p<0,05 vs. Kontrolle; #p<0,05 vs. Placebo (B).
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5 Diskussion

5.1 Relevanz des Tiermodells und der bestimmten Parameter

Der traumatisch-hdmorrhagische Schock und seine Folgen sind die hiufigste
Todesursache junger Menschen in der westlichen Welt (7, 30, 35). Zahlreiche
Tiermodelle wurden entwickelt, um die hierbei auftretenden pathophysiologischen
Vorginge im einzelnen genauer zu untersuchen sowie um neue effektivere
Therapiestrategien zu erforschen. Die Experimente, die den Effekt von Schock und
schweren Trauma auf das Immunsystem untersuchten, verwendeten hiufig
Kleintiermodelle, wobei die Untersuchungen gréftenteils an der Maus durchgefiihrt
wurden (89). Bei dem im Rahmen dieser Studien angewandten Modell handelt es sich
um das seit vielen Jahren im Labor von Dr.Chaudry bewihrte traumatisch-
hadmorrhagische Schockmodell, das ein Blutdruck-kontrolliertes Verfahren darstellt
(27). Dies 1ist ein nicht-letales Modell, welches deutliche immunologische
Auswirkungen auf die Versuchstiere besitzt, ohne klinische Parameter, wie
Nahrungsaufnahme, Putzverhalten etc. entscheidend zu beeinflussen. Blutdruck-
kontrollierte Schockmodelle erlauben im Gegensatz zu Volumen-kontrollierten eine
Aussage iiber den Blutdruckverlauf, was die Standardisierung und Reproduzierbarkeit
dieser Modelle erhoht (2).

Der in diesen Studien experimentell herbeigefiihrte traumatisch-hdmorrhagischen
Schock fiihrte bei ménnlichen Maiusen zu einer Unterdriickung der zelluldren
Immunantwort iiber einen Zeitraum von 7 Tagen (108). So zeigte sich in diesem
Zeitraum z.B. eine Hemmung der Splenozytenfunktion sowie eine Storung der LPS
induzierten Zytokinsekretion durch Kupffer-Zellen, Milz- und Peritonealmakrophagen
(108). Das Weichteiltrauma in Form der Mittellinien-Laparotomie sowie die Reduktion
des Blutdrucks haben einen additiven Effekt auf die Kompromittierung der
Zytokinsekretion von Milz- und Peritonealmakrophagen (104). Dariiber hinaus konnte
eine verminderte Antigenprisentation und eine verringerte zytotoxische Aktivitit von
Makrophagen unterschiedlicher Kompartimente nachgewiesen werden (17, 28). Die
nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock zu beobachtende Unterdriickung der
Immunantwort ist tierexperimentell mit einer erhdhten Sterblichkeit bei anschlieend
induzierter polymikrobieller Sepsis verbunden (27). Vergleichbar lies sich aber auch in
klinischen Studien eine signifikante Unterdriickung der zellvermittelten Immunantwort

nach Trauma und Blutverlust zeigen, die mit einer erhohten Anfilligkeit gegeniiber
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septischen Komplikationen einhergeht (18, 36, 38). Zur Bestimmung der
Makrophagenfunktion in der Wunde wurde die Sekretion von pro- und
antiinflammatorischen Zytokinen nach 24 Stunden Stimulation mit LPS in vitro
ermittelt. In einer Reihe von Studien wurde eindriicklich nachgewiesen, dass eine
Normalisierung der Zytokinsekretion nach hamorrhagischem Schock mit Hilfe
immunmodulatorischer Substanzen zu einer signifikant héheren Uberlebensrate bei
nachfolgend induzierter Sepsis fiihrte (41, 90). So konnte in diesem Zusammenhang
gezeigt werden, dass durch die Behandlung ménnlicher Méuse mit Flutamid,
Dehydroepiandrosteron (DHEA) oder 17B-Estradiol eine Verbesserung der
zellvermittelten Immunantwort nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock erzielt
werden konnte. Dies duflerte sich wiederum in Form einer verringerten Mortalitit nach
Induktion einer polymikrobiellen Sepsis im Anschluss an einen schweren Blutverlust (6,
12). Die Bestimmung der proinflammatorischen in vitro Zytokinsekretion nach
Stimulation mit LPS ist somit ein gewichtiger und zuverldssiger Parameter zur
Ermittlung der Makrophagenfunktion unter solchen Bedingungen. Ferner verdeutlicht
eine ausgeprigte Verringerung der Mortalitit nach traumatisch-hdmorrhagischem
Schock und Sepsis durch Flutamid, DHEA und 173-Estradiol die mogliche Bedeutung

dieser Therapiekonzepte fiir die klinische Anwendung.

5.2 Einfluss von Testosteron auf die Wunde

5.2.1 Beeinflussung der lokalen Zytokinsekretion durch Testosteron

In einer Reihe experimenteller und klinischer Studien konnte eine
beeintrachtigte Wundheilung nach Trauma, wie z.B. Frakturen oder Verbrennungen
nachgewiesen werden (32, 39, 54, 75). In diesem Zusammenhang stellt die schlecht
verheilende Wunde eine potentielle Ursache postoperativ auftretender Komplikationen
dar. Insbesondere kann eine betrachtliche Morbiditdt und Mortalitdt durch nachfolgende
inflammatorische Reaktionen im Gewebe oder Wundinfektionen beobachtet werden.
Bei schwer kranken Patienten fiihren unterdriickte Immunantwort und eingeschriankte
Wundheilung zu einer erhohten Inzidenz von Komplikationen (50, 59). Es konnte
hinreichend gezeigt werden, dass die Wundheilung eine Abfolge von speziell
aufeinander abgestimmten Abldufen darstellt. Hierbei miissen eine Reihe verschiedener

Zelltypen erfolgreich zusammenarbeiten, um eine Wiederherstellung der verlorenen
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Gewebeintegritdt zu gewdhrleisten (73). Solche, die exakte Interaktion verschiedener
Zelltypen vorraussetzenden Abldufe beinhalten z.B. die Ausschiittung bestimmter
Zytokine (58). In diesem Zusammenhang konnte auch gezeigt werden, dass es nach
traumatisch-hamorrhagischem Schock zu einer Beeintrachtigung der Wund-
immunzellfunktion kommt (9). Diese Beeintrachtigung &dullert sich in einer
unterdriickten Zytokinsekretionsfahigkeit, die bis zu 3 Tage nach Trauma und
hidmorrhagischem Schock zu beobachten war. Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass
unter solchen Umstinden die Synthese des fir die Wundheilung und
Fibroblastenaktivitdt notwendigen TGF-B in der Wunde erniedrigt war (9). Diese
Unterdriickung der Wundimmunzellfunktion konnte dariiber hinaus mit einer erhohten
Infektionsrate assoziiert werden.

In einer Vielzahl von Studien zeigte sich, dass 5Sa-Dihydrotestosteron (DHT) fiir
die unterdriickte systemische zellvermittelte Immunantwort in mannlichen Mausen nach
traumatisch-hdmorrhagischem Schock verantwortlich ist (3-5). Obwohl daher die
Vermutung nahe liegend ist, dass durch die Unterdriickung von DHT-Plasmaspiegeln
sowohl die lokale Wundimmunzellfunktion, als auch die Wundheilung verbessert
werden kann, wurde diese Fragestellung bisher noch nicht untersucht. Im Rahmen
dieser Dissertationsarbeit wurden méannliche Miuse 2 Wochen vor Durchfiihrung des
traumatisch-hamorrhagischen Schocks oder Kontrolloperation kastriert bzw. schein-
kastriert. Die Kastration resultierte in signifikant unterdriickten DHT-Plasmaspiegeln
(10, 103). Des Weiteren blieb in allen Versuchsgruppen die prioperative Konzentration
der Plasmaspiegel von ménnlichen Sexualhormonen auch durch den traumatisch-
hidmorrhagischen Schock an sich unverdndert. Das Androgen DHT wurde als Parameter
fiir Sexualhormonspiegel in diesen Studien bestimmt, da es die aktivste Form der
mannlichen Sexualhormone darstellt (97).

In den durchgefiihrten Studien fand sich nach Trauma und hdmorrhagischem
Schock eine unterdriickte Fahigkeit von Wundimmunzellen normaler méannlicher
Mause, proinflammatorische Zytokine zu sezernieren, wenn sie anschlieend in vitro
mit LPS stimuliert wurden. Dies ist vergleichbar zu bisherigen Ergebnissen, bei denen
sich  in anderen Kompartimenten, wie z.B. Splenozyten, Milz- oder
Peritonealmakrophagen, bis zu 3 Tage nach Trauma und hdmorrhagischem Schock eine
verdnderte Zytokinsekrtetion fand (9). Im Bereich der Wunde konnte ein direkter
Zusammenhang zwischen einer unterdriickten Wundimmunzellfunktion und einer

erhohten Rate an Wundinfektionen nachgewiesen werden (9).
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Die Verringerung der Androgenplasmaspiegel durch Kastration 2 Wochen vor
Trauma und hdmorrhagischem Schock stellte die zuvor beobachtete unterdriickte
Féhigkeit der Wundimmunzellen zur Sekretion der proinflammatorischen Zytokine IL-
1B und IL-6 vollstindig wieder her. Da weder der prozentuale Anteil der Makrophagen
und Granulozyten innerhalb der Wundimmunzellen, noch die Gesamtzahl der
Wundimmunzellen durch Kastration oder traumatisch-hdmorrhagischen Schock
beeinflusst wurden, scheint es sich bei der in kastrierten Méiusen beobachteten
verbesserten Sekretionsfahigkeit proinflammatorischer Zytokine tatsdchlich um
qualitative und nicht um quantitative Effekte zu handeln.

Unter den gleichen Bedingungen kann durch die Unterdriickung normaler DHT-
Plasmaspiegel auch systemisch die Sekretionsfiahigkeit immunkompetenter Zellen
normalisiert werden. Dies resultiert in einer geringeren Anfalligkeit ménnlicher Méuse
gegeniiber dem Auftreten einer Sepsis bzw. einem signifikant verbessertem Uberleben
minnlicher Maiuse nach Induktion einer polymikrobiellen Sepsis. Eine solche
Unterdriickung normaler DHT-Plasmaspiegel kann z.B. durch den Einsatz des
Testosteron-Rezeptor-Blockers Flutamide erreicht werden, der sich fiir andere
Indikationen bereits im breiten klinischen Einsatz befindet. Aufgrund der in dieser
Arbeit nachgewiesenen Zusammenhdnge kann daher vermutet werden, dass durch den
Einsatz solcher Wirkstoffe die Wundinfektionsrate unter den Bedingungen eines
ausgedehnten Weichteiltraumas mit groBem Blutverlust verringert werden konnte.

Interessanter Weise hatte die Kastration der Mause keinerlei Auswirkungen auf
die Sekretionsfihigkeit der Wundimmunzellen nach Kontrolloperation. Ahnliche
Beobachtungen konnten bereits in Peritoneal- und Milzmakrophagen nachgewiesen
werden. Auch hier =zeigte sich eine Wiederherstellung der unterdriickten
Zytokinsekretionsfdhigkeit nach Trauma und hdmorrhagischem Schock durch vorherige
Kastration der Tiere, wohingegen kein Einfluss der Kastration auf die zellvermittelte
Immunitdt nach Kontrolloperation gefunden wurde (10, 103). Diese Ergebnisse legen
den Schluss nahe, dass physiologische Plasmaspiegel von DHT nur im immunologisch
kompromittiertem Organismus (z.B. schwerer Blutverlust, Trauma oder Verbrennung)
schéddliche Auswirkungen haben, nicht aber unter normalen Bedingungen.

Eine mogliche Erkldrung findet sich in neuen Studien von Schneider et al. und
Samy et al., die in diesem Zusammenhang erst kiirzlich zeigen konnten, dass der
intrazelluldre Steroidmetabolismus von DHT nach traumatisch-hdmorrhagischem

Schock verdndert ist (96, 97, 110). In diesen Studien fand sich in Lymphozyten und
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Milzmakrophagen ménnlicher Méduse nach Trauma und hdamorrhagischem Schock eine
erhohte intrazelluldre Syntheserate von DHT bei gleichzeitig verringertem Abbau dieses
Steroidhormons (96, 110). Im Einzelnen scheint die Aktivitit der an dem DHT-
Metabolismus beteiligten Enzyme veridndert zu sein. So konnte nach Trauma und
hdmorrhagischem Schock eine erhohte Aktivitdit der DHT bildenden Sa-Reduktase
nachgewiesen werden, wohingegen die Aktivitdit der das DHT abbauenden 17(3-
Hydroxysteroid Dehydrogenase vermindert war (96, 110). Auch wenn die Aktivitit der
flir den DHT-Metabolismus verantwortlichen Enzyme nach Trauma und
hidmorrhagischem Schock in den vorliegenden Studien nicht in der Wundimmunzelle
untersucht wurde, so legen diese Ergebnisse doch den Schluss nahe, dass ein erhohter
intrazelluldir DHT-Spiegel bei unverdnderten Plasmaspiegeln fiir die fehlende
Immunantwort von Wundimmunzellen unter solchen Bedingungen verantwortlich ist. In
einer Vielzahl von Studien konnte gezeigt werden, dass Androgene unter normalen
Bedingungen die Zytokinsekretion von Makrophagen nicht beeinflussen (15, 34, 79,
87). So wiesen Ansar-Ahmed et al. z.B. in eciner Studie nach, dass die Gabe von
Testosteron in physiologischen Konzentrationen iiber einen Zeitraum von 2-4 Wochen
die Sekretion von IL-2 aus Splenozyten von C57BL/6 Méusen nicht beeinflusste (13).
Zusammenfassend legen diese Daten den Schluss nahe, dass die
Wundinfektionsrate durch die erhaltene Wundimmunzellfunktion in entsprechend mit
Testosteron-Rezeptor-Blockern behandelten Organismen reduziert werden kann.
Obwohl in den vorliegenden Studien die Anfilligkeit fiir Wundinfektionen nicht
bestimmt wurde, konnte doch in friiheren Experimenten nachgewiesen werden, dass
eine Unterdriickung der Zytokinsekretionsfihigkeit durch Wundimmunzellen mit einer
erhohten Wundinfektionsrate verbunden ist. Die wunter solchen Bedingungen
unterdriickte  Wundimmunzellfunktion in méinnlichen Mé&usen normalisiert sich im
weiteren Verlauf nach 5-7 Tagen. Zu diesem Zeitpunkt ldsst sich eine erhohte
Wundinfektionsrate auch in minnlichen Miusen nach Trauma und Blutverlust nicht
mehr nachweisen (8, 9, 70, 96, 110). Im einzelnen konnte nachgewiesen werden, dass
eine  verminderte Fiahigkeit der Wundimmunzellen zur Sekretion von
proinflammatorischen Zytokinen mit einer erhohten Rate an Wundinfektionen

einhergeht (8, 9, 70, 96, 110).
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5.2.2 Divergente in vitro und in vivo Reaktionen in der Wunde

Im Gegensatz zu der in ménnlichen Méiusen nach Trauma und himorrhagischem
Schock und in vitro Stimulation mit LPS unterdriickten Sekretionsfahigkeit
proinflammatorischer ~ Zytokine durch Wundimmunzellen war die mittels
Immunhistochemie bestimmte IL-6 Expression in der Wunde unter solchen
Bedingungen signifikant erhoht. In dhnlicher Weise fand sich in Milzmakrophagen nach
Trauma und hdmorrhagischem Schock eine erhohte IL-6 Expression, wéhrend die in
vitro Antwort dieser Zellen nach Stimulation mit LPS in Form der
proinflammatorischen Zytokinsekretion unter gleichen Bedingungen unterdriickt ist
(112). Umgekehrt fiihrt die Verminderung der Androgenplasmaspiegel durch vorherige
Kastration zu einem Ausbleiben der erhohten inflammatorischen Reaktion am Ort der
Wunde und einem Wiederauftreten der in vitro bestimmten Féhigkeit der
Wundimmunzellen, auf eine LPS-Stimulation durch addquate proinflammatorische
Zytokinsekretion zu reagieren. Des Weiteren zeigten sich in der Wundfliissigkeit
normaler Mause nach Trauma und himorrhagischem Schock signifikant erhdhte Spiegel
proinflammatorischer Zytokine. Durch vorherige Kastration glichen sie sich den Werte
der Méause nach Kontrolloperation an (unver6ffentlichte Beobachtung).

In diesen beiden Fillen liegt ein scheinbarer Widerspruch zwischen der in vitro
und der in vivo Reaktion in der Wunde vor. Dies legt die Vermutung nahe, dass es
durch die tbertriebene und exzessive Reaktion der Wundimmunzellen normaler
minnlicher Méuse, wie sie nach Trauma und hd@morrhagischem Schock auftritt, zu
einem gewissen Erschopfungszustand dieser Zellen kommt. Dieser erlaubt Thnen nicht
mehr, addquat auf einen zweiten Stimulus — z.B. in Form von LPS — zu reagieren.
Gestiitzt wird diese Vermutung durch frilhere Ergebnisse, die erhohte Spiegel
proinflammatorischer ~Zytokine in der Wundfliissigkeit nach traumatisch-
hidmorrhagischem Schock zeigten (8). Dariiber hinaus scheint das proinflammatorische
Zytokin IL-6 einer der Hauptfaktoren fiir die nachgewiesene inhibitorische Wirkung
von Wundflissigkeit auf die Proliferationsrate von Fibroblasten zu sein (74). Somit
konnte eine  Verringerung der Androgenplasmaspiegel vor  traumatisch-
hidmorrhagischem Schock dazu beitragen, die in ménnlichen Mausen unter diesen
Umstidnden unterdriickte Immunantwort von Wundimmunzellen durch Vermeidung
einer exzessiven inflammatorischen Reaktion am Ort der Wunde wiederherzustellen.

Die Erforschung dieser Hypothese bedarf jedoch weiterer Studien.
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5.2.3 Auswirkungen von Androgenen auf die ReiB3festigkeit der Wundhaut

Zur Untersuchung, ob diese zelluldren Effekte einer préoperativen Kastration
mit einer Verbesserung der Wundheilung einhergehen, wurde die ReiB3festigkeit der
Wundhaut bei kastrierten und schein-kastrierten Tieren nach traumatisch-
hidmorrhagischem Schock untersucht. Hierzu wurde die Haut aus dem Bereich der
Wunde am 10. postoperativen Tag gewonnen. Es zeigte sich eine verminderte
Reiffestigkeit der Wundhaut méinnlicher Mause nach Trauma und hdmorrhagischem
Schock verglichen mit der Wundhaut, die von Tieren nach Kontrolloperation gewonnen
wurde. Wiederum fiihrte eine 2 Wochen vor der Operation durchgefiihrte Kastration zu
einer Normalisierung der Reififestigkeit der Wundhaut am 10. postoperativen Tag.
Somit kann vermutet werden, dass eine Verminderung der exzessiven
inflammatorischen Reaktion und eine Wiederherstellung der unterdriickten
Wundimmunzellfunktion mit einer normalen ReiBfestigkeit der Wundhaut einhergeht.
Der kausale Zusammenhang muss jedoch in weiterfiihrenden Studien validiert werden.

Die Hypothese findet jedoch Unterstiitzung in Studien von Salomon et al.. Hier
konnte nachgewiesen werden, dass bei Ratten durch die topische Applikation des
proinflammatorischen  Zytokins TNF-a die mechanische Festigkeit von
Inzisionswunden vermindert wurde (93). In dhnlicher Weise waren verringerte Spiegel
proinflammatorischer Zytokine in der Wundfliissigkeit endotoxin-resistenter Mause mit
einer erhohten Reiflfestigkeit der Wunde innerhalb der ersten 7 Tage nach Verletzung
verbunden (47). Diese Studien legen den Schluss nahe, dass auch im Falle der in
mannlichen Maidusen nach Trauma und hdmorrhagischem Schock aufgetretenen
verschlechterten Wundheilung eine vermehrte inflammatorische Reaktion in der Wunde
sowie eine verminderte Wundimmunzellfuntion als ursdchlich anzusehen ist. Da sowohl
die prozentuale Zellverteilung als auch die absoluten Zellzahlen von Wundimmunzellen
in Tieren nach Trauma und hédmorrhagischem Schock oder Kontrolloperation
unverdndert sind, scheint die verschlechterte Wundheilung nach Blutverlust und Schock
nicht durch eine geringere Anzahl an Fibroblasten verursacht zu sein.

Im Rahmen der vorliegenden Studien wurde die Reil3festigkeit der Wundhaut
jedoch nur an einem einzigen Zeitpunkt, 10 Tage postoperativ, bestimmt. Somit ist es
anhand dieser Daten nicht moglich zu unterscheiden, ob die verschlechterte
Wundheilung nach Trauma und hdmorrhagischem Schock und ihre Normalisierung
nach vorheriger Kastration der Tiere auf einer Verdnderung des endgiiltigen Ergebnisses

der Wundheilung oder einem verdnderten Wundheilungsprozess beruht. In weiteren
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Studien zur Kldrung dieser Fragestellung muss erst noch die ReiBfestigkeit der Wunde
zu verschiedenen Zeitpunkten bestimmt werden. In Studien von Levenson et al. zeigte
sich 7 Tage nach einem Verbrennungstrauma eine histologisch verdnderte
Wundheilung, die jedoch nach 14 Tagen auch im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht
mehr nachweisbar war (69). Vergleichbar fand sich in Tieren, bei denen nach einem
Weichteiltrauma eine polymikrobielle Sepsis induziert wurde, eine iiber einen Zeitraum
von bis zu 14 Tagen im Vergleich zur Kontrollgruppe verminderte ReiBfestigkeit. Nach
3-5 Wochen war ein Unterschied zwischen der Sepsis- und Nicht-Sepsis-Gruppe jedoch
nicht mehr nachweisbar (52). Es ist daher anzunehmen, dass der Wundheilungsprozess
zu einem spiteren Zeitpunkt auch in normalen mannlichen Méusen nach Trauma und
hidmorrhagischem Schock das gleiche Niveau erreicht, vergleichbar dem Niveau in
2 Wochen zuvor kastrierten Tieren. Dennoch konnte die Prdvention einer initial
verlangsamt ablaufenden Wundheilung nach Trauma und hiamorrhagischem Schock die
Inzidenz potentieller Komplikationen in chirurgischen Patienten verringern.
Zusammenfassend legen diese Ergebnisse den Schluss nahe, dass
Wundimmunzellfunktion und ReiBfestigkeit der Wundhaut nach Trauma und
hdmorrhagischem Schock in normalen méinnlichen Méusen signifikant unterdriickt
waren. Die Kastration méannlicher Maiause 2 Wochen vor Durchfilhrung des
hidmorrhagischen Schocks verhinderte jedoch das Versagen der Wundimmunzellen und
verbesserte die Reilifestigkeit der Wundhaut unter solchen Umstinden. Zusétzlich
wurde die sonst nach Schock zu beobachtende exzessive inflammatorische Reaktion in
Form einer vermehrten Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-6 in der
Wundhaut und die in der Wundfliissigkeit gemessenen erhohten Spiegel dieses Zytokins
verhindert. Deshalb fiihrt die Verringerung der Androgenplasmaspiegel nach einem
traumatisch-hdmorrhagischen Schockereignis im Gefolge einer verminderten IL-6
Ausschiittung im Bereich der Wunde zu einer wiederhergestellten Wund-
immunzellfunktion sowie zu einer verbesserten Wundheilung. Obwohl die potentiell
immunoprotektiven Auswirkungen eines Testosteronrezeptorblockers auf die Wunde
nicht untersucht wurden, ldsst sich anhand fritherer Ergebnisse ableiten, dass die
kurzzeitige Verabreichung von Flutamid wihrend oder nach Trauma und Schock einen
dhnlich positiven Einfluss auf die lokale Wundimmunzellfunktion hitte, wie in anderen
Kompartimenten (12, 102). Somit kénnte der Versuch, die Wundimmunzellfunktion,

und die Wundheilung durch den Finsatz von Testosteronrezeptorblockern zu
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verbessern, eine neue und Erfolg versprechende Ergdnzung zur Pridvention von

chirurgischen Wundinfektionen darstellen.

5.3 Einfluss von Testosteron auf die Aktivierung von

Signaltransduktionsmechanismen

Welche Mechanismen der Immunmodulation durch ménnliche Sexualhormone
nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock zugrunde liegenden, ist nach wie vor
unbekannt. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass nach Trauma und Blutverlust eine
Aktivierung von Signaltransduktionsmechanismen der MAP-Kinase-Familie auftritt, die
fiir die Steuerung der inflammatorischen Reaktion unter diesen Bedingungen
verantwortlich sind (90). Insbesondere wurde die Aktivierung von p38 MAP-Kinase in
einer Vielzahl von Studien nach Trauma, Blutverlust und Ischdmie untersucht (81, 88,
90). Die Aktivierung von p38 MAP-Kinase scheint entscheidend an der Kontrolle der
inflammatorischen Reaktion nach hdmorrhagischem Schock beteiligt zu sein (81, 88,
90). Es ist weiterhin bekannt, dass die Aktivierung von p38, ebenso wie die Aktivierung
einer Reihe anderer Signaltransduktionsmechanismen durch ménnliche Sexualhormone
bei Normaltieren moduliert werden kann (20, 21).

Weitere Studien konnten zeigen, dass die Phosphorylierung und somit die
Aktivierung von p38 nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock in ménnlichen und
weiblichen Maiusen signifikant unterschiedlich ist. Wihrend es wunter solchen
Umstidnden in weiblichen Mausen zu einer verminderten Phosphorylierung von p38
kam, zeigte sich in mdnnlichen Médusen eine signifikant erhohte Aktivierung von p38.

Diese Studien legen nahe, dass die beobachtete geschlechtsspezifische
Immunantwort auf molekularer Ebene durch eine unterschiedliche Aktivierung dieser
Signaltransduktionsmechanismen bedingt ist. Um dies zu untersuchen, wurde die
Aktivierung von p38 in Form von Phosphorylierung von p38 in Milz- und
Peritonealmakrophagen zwei Std. nach Trauma und hdmorrhagischem Schock sowie
nachfolgender Stimulation mit LPS fiir 20 min. bestimmt. Hierfiir wurden Milz- und
Peritonealmakrophagen verwendet, da es sich bei der p38 Signaltransduktion um einen
frithen Mechanismus in der Kaskade der Immunaktivierung handelt. Die Immunzellen
sind zu diesem Zeitpunkt noch nicht ausreichend in die Wunde und somit in die
Schwimmchen migriert, um entsprechende Untersuchungen durchfiihren zu kénnen. Da

die  Zytokinsekretionsmuster von  Wundimmunzellen sowie  Milz- und
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Peritonelamakrophagen vergleichbar waren, kann davon ausgegangen werden, dass sich
bei den Aktivierungsmustern von p38 ebenfalls ein vergleichbares Bild abzeichnet.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studien zeigen, dass die Aktivierung der
p38 MAP-Kinase in den Milz- und Peritonealmakrophagen ménnlicher Versuchstiere
nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant zunimmt. Wurden die Tiere jedoch 2 Wochen vor einem solchen Ereignis
kastriert, zeigte sich eine verminderte Aktivierung von p38, dhnlich der Reaktion, wie
sie in weiblichen Versuchstieren beobachtet wird. Nach Substitution der kastrierten
Maiuse mit DHT {iber einen Zeitraum von 2 Wochen trat wiederum eine signifikant
erhohte Phosphorylierung auf, wie zuvor in den normalen ménnlichen Méiusen
beobachtet.

Diese Ergebnisse scheinen zundchst einen Widerspruch zu den zuvor
beschriebenen Daten der Zytokinsekretion darzustellen. Aufgrund der in den
Wundimmunzellen verminderten Zytokinsekretionsfahigkeit in normalen Méausen nach
Trauma und himorrhagischem Schock wire ebenfalls eine verminderte Aktivierung der
Signaltransduktion zu erwarten gewesen. Im Gegensatz zu der unterdriickten
Zytokinsekretion nach Stimulation mit LPS in vitro fand sich aber in Milz- und
Peritonealmakrophagen nach Trauma und Blutverlust sowie anschlieBender zwei-
stiindiger Stimulation mit LPS eine vermehrte RNA-Expression proinflammatorischer
Zytokine (111, 112). Es erscheint daher wahrscheinlicher, dass es nach Trauma und
hadmorrhagischem Schock durch die vermehrte Aktivierung von p38 in den Milz- und
Peritonealmakrophagen zunichst zu einer erhdhten proinflammatorischen Zytokin-
Antwort kommt. Diese scheint mit einer Erschopfung der betroffenen Zellen verbunden
zu sein, so dass diese nicht mehr addquat auf eine in vitro Stimulation reagieren konnen.
Weiterhin kénnte die in weiblichen Tieren beobachtete unterdriickte Aktivierung von
p38 eine verminderte Ribonukleinsdure (RNA) -Expression proinflammatorischer
Zytokine bewirken, und hierdurch die Fahigkeit zur in vitro Sekretion der Zytokine in
diesen Méusen erhalten bleiben. Diese Hypothese wird unterstiitzt durch die in der
vorgestellten Arbeit immunhistochemisch nachgewiesene erhohte Sekretion von IL-6 in
Vivo in normalen mannlichen M&usen unter solchen Bedingungen.

Guo et al. konnten wiederum keinen Einfluss von Testosteron auf die Aktivierung
von p38 in aus Ratten gewonnenen, intrazellulir Androgenrezeptor-freien, RAW 264.7
Makrophagen nachweisen. Wurden jedoch intrazellulir Androgenrezeptor-freie RAW

Makrophagen aus der Ratte in vitro mit LPS stimuliert, so konnte durch Zugabe von
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Testosteron ins Kulturmedium die Phosphorylierung von p38 erhoht werden (55). In
diesem experimentellen Versuchsautbau wurde die Aktivierung von ERK I und II durch
Testosteron nicht beeinflusst (55). In den vorliegenden Studien wurde lediglich die
Aktivierung des p38 MAP-Kinase Signaltransduktionsmechanismus untersucht. Weitere
Studien sind erforderlich, um die Auswirkungen von unterschiedlichen Sexual- und
Steroidhormon-Spiegeln, z.B. Ostradiol, DHEA auf andere Signaltransduktions-
mechanismen, wie z.B. ERK I und II nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock zu
untersuchen, um das komplexe Netzwerk aktivierter Signale nach Schock besser zu
verstehen. In weiteren Studien kann unter der Verwendung des spezifischen p38-
Blockers SB203580 die Bedeutung von p38 fiir die geschlechtsspezifische
Immunantwort nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock ermittelt werden. Dies ist
insbesondere wichtig, da durch schweres Trauma und Schock verschiedene parallele
Signaltransduktionsmechanismen aktiviert werden, die zu dhnlichen Reaktionen auf
zelluldrer Ebene sowie zu einer Induktion der inflammatorischen Immunantwort fithren
(68). So konnte in dieser Hinsicht kiirzlich eine Interaktion zwischen p38 und
extrazelluldr regulierter Kinase (ERK) gezeigt werden, nachdem die Blockierung von
p38 in einer Hochregulation von ERK resultierte (56).

Die zugrunde liegenden Mechanismen, liber die DHT nach traumatisch-
hdmorrhagischen Schock seinen Einfluss auf die Aktivierung von p38 in Milz- und
Peritonealmakrophagen ausiibt, bleiben weiterhin unbekannt. Studien, in denen gezeigt
wurde, dass die Verabreichung des Androgenrezeptorblockers Flutamid zu einer
Wiederherstellung  der  unterdriickten = Immunantwort  nach  traumatisch-
hdmorrhagischem Schock fiihrte, legen jedoch die Vermutung nahe, dass die das
Immunsystem beeinflussenden Effekte von DHT {iiber Androgenrezeptoren vermittelt
werden. In diesem Kontext wurden Androgenrezeptoren auf einer Reihe von Zellen
nachgewiesen, so z.B. auf makrophagen-artigen Synovialzellen, imaturen
monocystischen Zellen sowie auf T- und B-Zellen (95, 107). Ob DHT die erhohte p38-
Aktivierung jedoch iiber eine direkte Bindung an Androgenrezeptoren von Milz- und
Peritonealmakrophagen erzeugt, bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. Hierbei
konnten weitere in vitro Versuche mit dem Androgenrezeptorblocker Flutamid niitzlich
sein. Auch hier stellt sich die Frage nach einer geschlechtsabhéngig unterschiedlichen
Aktivierung der fiir den Metabolismus der Sexualhormone verantwortlichen Enzyme. In
neueren Studien konnte eine zentrale Rolle der Enzyme der Sexualhormonsynthese

nachgewiesen werden (94, 97). Die Rolle der einzelnen Enzyme in Bezug auf die
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verdnderte p38-Aktivierung nach Trauma und Blutverlust zu untersuchen geht jedoch
tiber die Ziele der vorliegenden Studien hinaus.

Die Ergebnisse dieser Studien legen den Schluss nahe, dass unterschiedliche
Plasmaspiegel des maénnlichen Sexualhormons DHT bei der Erforschung von
Signaltransduktionsmechanismen nach Trauma und Blutverlust oder anderen

Krankheitsmodellen beriicksichtigt werden sollten.

5.4 Klinische Relevanz

Eine Reihe klinischer Studien zeigt eine verschlechterte Wundheilung bei
chirurgischen Patienten nach schwerem Blutverlust. Es konnte nachgewiesen werden,
dass die Verringerung von Androgenplasmaspiegeln durch Kastration oder die
Verabreichung des  Testosteronrezeptorblockers  Flutamid die  unterdriickte
zellvermittelte ~ Immunantwort  nach  traumatisch-hdmorrhagischem  Schock
wiederherstellt und die Anfélligkeit gegeniiber einer nachfolgenden Sepsis verringert.
Die vorliegenden Untersuchungen weiten diese Ergebnisse aus und zeigen, dass durch
die Verringerung von Androgenplasmaspiegeln eine normale Wundimmunzellfunktion
und eine verbesserte Wundheilung bewirkt werden kann. Nachdem diese Substanzen
bei Patienten auf Grund anderer Indikationen bereits klinisch eingesetzt werden,
konnten diese Studien dazu beitragen, neuartige klinisch relevante Therapiekonzepte
unter Verwendung von Androgenrezeptorantagonisten zur Reduzierung der Rate von
Wundkomplikationen, septischen Komplikationen und dadurch der Mortalitit nach
Trauma, Blutverlust und operativen Eingriffen zu entwickeln.

Dariiber hinaus stellen die untersuchten p38 MAP-Kinase Signaltransduktions-
mechanismen einen potentiellen Ansatzpunkt fiir die Entwicklung neuer Therapie-
konzepte dar, um Immunfunktionen nach schwerem Trauma und Blutverlust aufrecht zu

erhalten.
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6 Zusammenfassung

Klinische und epidemiologische Studien zeigten eine erhdhte Inzidenz von
septischen Komplikationen in ménnlichen Patienten infolge von schweren Traumen und
groem Blutverlust. Vergleichbar fand sich in Maiusen eine geschlechtsspezifische
Immunantwort nach traumatisch-hdmorrhagischem Schock. Bei ménnlichen Méausen
war eine signifikante Unterdriickung der zellvermittelten Immunantwort nachweisbar.
Insgesamt wiesen minnliche Sexualhormone eher immunsuppressive Eigenschaften
auf, wihrend weibliche Sexualhormone immunprotektiv wirkten. Kastration mannlicher
Mause vor traumatisch-hdmorrhagischem Schock resultierte in einer Normalisierung der
in vitro Zytokinsekretion von Milz- und Peritonealmakrophagen. Neben einer
Unterdriickung dieser systemischen Immunantwort fand sich bei médnnlichen Miusen
eine Kompromittierung der Wundimmunzellfunktion und der Wundheilung. Ob die
geschlechtsspezifische lokale Immunantwort und eingeschrinkte Wundheilung nach
traumatisch-hdmorrhagischem Schock durch den Einfluss von Testosteron vermittelt
werden, war bislang unbekannt.

In der vorliegenden Arbeit konnte bei minnlichen Miusen durch Kastration zwei
Wochen vor Durchfilhrung des traumatisch-hdmorrhagischen Schocks eine
Verbesserung der Zytokinsekretionsfahigkeit von Wundimmunzellen gezeigt werden.
Gleichzeitig wurde durch Kastration der Méuse eine unkontrollierte inflammatorische
Reaktion in der Wunde verhindert. Diese lokalen immunologischen Verdnderungen
unter solchen Bedingungen waren verbunden mit einer normalisierten Reisfestigkeit der
Wundhaut in kastrierten Mausen.

Insgesamt bestdtigen die Ergebnisse dieser Studien, dass Testosteron fiir die lokale
Immunsuppression von ménnlichen Versuchstieren am Ort der Wunde verantwortlich
ist. Dies steht in Einklang zu den bereits zuvor in anderen Kompartimenten gezeigten
Auswirkungen ménnlicher Sexualhormone.

In weiteren Studien konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass die
inflammatorische Reaktion nach schwerem Trauma, Blutverlust und Schock auf
molekularer Ebene unter anderem durch die intrazelluldren Signaltransduktions-
mechanismen der p38 MAP-Kinase-Familie vermittelt wird. Hierbei konnte eine
direkte, geschlechtsspezifische Aktivierung der p38 MAP-Kinase nach traumatisch-
hidmorrhagischem Schock nachgewiesen werden. Daher wurde in der vorliegenden

Arbeit der direkte Einfluss des mannlichen Sexualhormons Testosteron auf zellulédrer
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Ebene ermittelt. Nachdem es sich hierbei um einen frithen Mechanismus in der Kaskade
der Immunaktivierung handelt, wurden diese Untersuchungen nicht an
Wundimmunzellen durchgefiihrt, die erst im weiteren Verlauf in die Wundschwidmme
migrieren. Anhand von Milz- und Peritonealmakrophagen konnte in dieser Arbeit eine
erhohte Aktivierung von p38 nach Trauma und hdmorrhagischem Schock gezeigt
werden, die durch Kastration auf Werte vergleichbar der Aktivierung in weiblichen
Miusen reduziert wurde. Da in Milz- und Peritonealmakrophagen &hnliche
Zytokinsekretionsmuster wie in der Wunde nachgewiesen wurden, scheint die Annahme
gerechtfertigt, die Ergebnisse auf die in der Wunde ablaufenden Mechanismen zu
iibertragen. Der scheinbare Widerspruch einer erhohten p38-Aktivierung in ménnlichen
Maiusen bei erniedrigter Zytokinsekretionsfdhigkeit der Immunzellen scheint auf einer
Erschopfungsreaktion dieser Zellen zu beruhen. Eine adidquate, immunkompetente
Reaktion dieser Zellen auf entsprechende Reize konnte nach traumatisch-
hamorrhagischem Schock nicht mehr gegeben sein.

Die Ergebnisse dieser Studien deuten darauf hin, dass das androgene
Steroidhormon Testosteron fiir die nachgewiesenen immunsuppressiven Reaktionen
nach Trauma und schwerem Blutverlust verantwortlich ist. In weiterfiihrenden klinisch-
experimentellen Studien muss das theoretisch vorhandene therapeutische Potenzial einer
peri- oder postoperativen Prophylaxe und Therapie mittels medikamentdser
Testosteron-Rezeptorblockade iiberpriift werden. Hiervon konnten insbesondere die im
Rahmen von schweren Traumata und grofen operativen Eingriffen gefdhrdeten
mannlichen Patienten profitieren. Die vorliegende Arbeit ldsst den kurzfristigen peri-
oder postoperativen FEinsatz dieser Substanzen beim elektiv-chirurgischen oder
Traumapatienten zur Verhinderung von Wundinfektionen und anderen Komplikationen

der Wunde sinnvoll erscheinen.
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